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Résumé 

Toxoplasma gondii, parasite digestif des Félidés, est l’agent de la toxoplasmose, maladie 
pouvant être grave voire mortelle en cas d’infection fœtale ou chez l’immunodéprimé. Les 
traitements actuellement disponibles permettent de prévenir ou traiter la plupart des cas, 
mais peuvent présenter un risque d’effets indésirables relativement sévères et ne 
permettent pas de détruire les kystes responsables de l’infection chronique et du risque de 
réactivation chez l’immunodéprimé. Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont des 
enzymes essentielles au mécanisme de traduction, où elles participent au chargement d’un 
acide aminé sur une molécule dédiée d’ARN de transfert, une étape initiale du processus de 
synthèse protéique.  

Un gène codant une protéine homologue de p43, un partenaire protéique de certaines aaRS 
chez les Eucaryotes supérieurs, a été identifié dans le génome de T. gondii. La localisation 
subcellulaire post-invasion de Tg-p43 montre qu’il ne s’agit pas d’une cytokine sécrétée, 
contrairement à son homologue humaine ; au contraire, son immunopurification a révélé 
son association à quatre aaRS, les Méthionyl-, Glutamyl-, Glutaminyl- et Tyrosyl-ARNt 
synthétases, qui constituent donc le premier complexe multi-aaRS (MARS) décrit chez les 
parasites Apicomplexes, de localisation exclusivement cytoplasmique. La présence 
inattendue de la Tyrosyl-ARNt synthétase soulève plusieurs questions sur le plan de 
l’organisation et de l’assemblage du complexe. Des images de microscopie électronique et 
des analyses biochimiques soulignent l’hétérogénéité et la structure relâchée du complexe 
et confirment les récentes données issues des complexes MARS purifiés chez d’autres 
organismes. L’inactivation du gène Tg-p43 n’induit pas de modifications phénotypiques 
majeures (capacité d’invasion, prolifération) ni de diminution de la virulence ou de la 
kystogénèse en modèle murin.  

Les résultats sur la caractérisation du MARS ont été complétés par une approche 
thérapeutique. Un criblage in vitro de candidats-médicaments présélectionnés in silico pour 
inhiber la Glutaminyl-ARNt synthétase toxoplasmique a permis de mettre en évidence un 
composé parasitostatique, inhibiteur de la croissance des tachyzoïtes, avec une toxicité sur 
les cellules hôtes in vitro relativement faible.  
Ce travail de thèse pose les bases moléculaires et structurales du complexe MARS chez 
T. gondii. Il permet également d’aborder dans une certaine mesure l’histoire évolutive de ce 
complexe. Sa fonction biologique reste cependant un mystère ; le rôle de Tg-p43 dans le 
contrôle post-transcriptionnel, voire d’autres fonctions biologiques, est probablement trop 
subtil pour être mesuré dans nos conditions expérimentales. Le versant thérapeutique de ce 
travail constitue une étude préliminaire pouvant servir de point de départ pour la recherche 
de médicaments anti-toxoplasmiques ciblant les aaRS, qui constituent assurément des cibles 
thérapeutiques intéressantes. 
 

Mots clés  

Toxoplasma gondii, aminoacyl-ARNt synthétases, complexe moléculaire, génétique 
moléculaire, chromatographie d’exclusion-diffusion, chromatographie d’affinité, microscopie 
électronique, criblage de candidat-médicaments 
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Summary 

Biochemical, structural and functional studies of the Toxoplasma gondii MARS complex, a 
novel therapeutic target 
 

Toxoplasma gondii, a parasite of felids gut, is responsible for toxoplasmosis, a disease that 
can induce severe sequelae or death in the foetus or immune-depressed patients. Currently 
available treatments can prevent or cure most of the cases, but are at risk for side effects 
and cannot suppress cysts, which cause the chronic disease and are responsible for disease 
when the immune status is altered. Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) are essential for 
translation, by charging tRNA with cognate aminoacids, a preliminary step of the protein 
synthesis process. 

A gene coding for a protein homologous to p43 (which interacts with a subset of aaRSs in 
higher eukaryotes) was identified in the genome of T. gondii. Following its epitope tagging, 
we show that Tg-p43 is not secreted nor exported beyond the vacuole as a cytokine, as it is 
for its human counterpart; however, biochemical analysis of the Tg-p43 interactome reveals 
four aaRSs as interacting partners, namely Methionyl-, Glutamyl-, Glutaminyl- and Tyrosyl-
tRNA synthetases. This is the first description of the multi-aaRS (MARS) complex in the 
Apicomplexa phylum; it is strictly localized in the parasite cytoplasm. The unexpected 
presence of the Tyrosyl-tRNA synthetase in the complex raises several questions about how 
the complex is organised and assembled, and also evolved. Electronic microscopy along with 
size exclusion chromatography shows heterogeneity and loose structure of the complex, 
similarly to recent data characterizing higher eukaryotic complexes. Disruption of the 
complex by knocking-out of the gene Tg-p43 does not induce detectable phenotypic 
modification, nor alterations of the virulence and cystogenesis in a murine model. 

Alongside the study on the MARS complex, we used an in silico approach to screen for new 
compounds to inhibit T. gondii Glutaminyl-tRNA synthetase. We thus identified one 
parasitostatic compound that was able to significantly slow down parasite growth while 
having a relatively low in vitro toxicity against the human host cell.  

The function of the MARS in T. gondii still remains unknown; the role of Tg-p43 in the post-
transcriptional control or any other biological function is probably too subtle to be measured 
under our experimental conditions. However, our data help to some extent to better 
measure the evolutionary history of the MARS family. The therapeutic side of this work, 
although preliminary, may serve as a base for anti-T. gondii drug discovery focusing on aaRS 
inhibitors, which are obviously good candidate targets. 
 

Key words 

Toxoplasma gondii, aminoacyl-tRNA synthetases, molecular complex, molecular genetics, 

size exclusion chromatography, affinity chromatography, electronic microscopy, drug 

screening  
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Préambule  

Ce document présente les travaux menés au cours des quatre années que j’ai passées au 

sein de l’équipe Épigénétique et Parasites de l’UMR 5163 (Université Joseph Fourier 

Grenoble I, CNRS) codirigée par le Pr Hervé Pelloux et le Dr Mohamed-Ali Hakimi. 

 

La toxoplasmose est une maladie provoquée par l’infection par Toxoplasma gondii, parasite 

intracellulaire qui réalise son cycle reproductif sexué dans le tube digestif des Félidés (hôtes 

définitifs), permettant la dissémination du stade infectant, l’oocyste. Tout animal 

homéotherme ayant ingéré des oocystes matures peut développer une toxoplasmose aiguë, 

causée par la forme végétative du parasite, appelée tachyzoïte. La réponse immune de 

l’animal contaminé conduira à la formation de kystes, structures constituées par une paroi 

contenant la forme de latence du parasite appelée bradyzoïte, qui persistera à vie chez 

l’hôte intermédiaire. L’ingestion de kystes, principalement contenus dans les tissus nerveux 

périphériques (cerveau, rétine) et musculaires, est l’autre mode de contamination des hôtes 

définitifs et intermédiaires. 

Toxoplasma gondii est un des parasites les plus étudiés, aussi bien en raison de son 

importance médicale et vétérinaire que parce qu’il constitue un modèle unicellulaire de 

choix pour les études de biologie cellulaire et moléculaire. L’exploration des mécanismes 

biologiques par la génétique est maintenant possible grâce à un génome parfaitement 

séquencé et annoté disponible sur la base de données en ligne ToxoDB. Une distribution 

quasi-ubiquitaire, une grande diversité d’hôtes, l’existence de réservoirs à la fois animaux, 

telluriques et hydriques, rendent inenvisageable son éradication. Parasite non spécifique de 

l’homme (contrairement à l’agent du paludisme, son proche parent), sa formidable capacité 

de dissémination associée à sa discrétion clinique conduisent à le considérer comme un des 

parasites les plus accomplis (1). 

En introduction de ce document, je ferai quelques rappels bibliographiques puis décrirai le 

parasite Toxoplasma gondii, son mode de propagation ainsi que l’état de l’arsenal 

thérapeutique actuel. Enfin, j’expliquerai les raisons qui nous ont conduits aux thématiques 

explorées dans mon travail de thèse. 



 

 

13 
 
 

Dans un premier chapitre, j’introduirai le monde des aminoacyl-ARNt synthétases, famille 

d’enzymes autour de laquelle ce travail est centré, et en particulier leurs caractéristiques 

fonctionnelles. J’exposerai ensuite mes travaux de recherche, qui m’ont conduit à 

l’exploration du complexe multi-aminoacyl-ARNt synthétases chez T. gondii. Un article publié 

dans PLOS ONE contenant les principaux résultats de ces travaux sera précédé d’un résumé 

de l’article exposant les principaux résultats, augmentés de quelques données non publiées, 

complémentaires à cet article. Une discussion reprendra ces résultats et les confrontera à la 

littérature. 

Un second chapitre introduira l’utilisation actuelle ou potentielle des aminoacyl-ARNt 

synthétases en tant que cible thérapeutique, puis les travaux concernant l’approche 

thérapeutique de notre travail de recherche seront décrits de manière académique 

(matériels et méthodes, suivis de résultats), avant une conclusion/discussion de ces travaux 

préliminaires. 

Une courte conclusion générale sur les informations apportées par ces travaux terminera ce 

manuscrit.  
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Introduction 

I. Toxoplasma gondii 

1. Historique et modes de contamination 

Toxoplasma gondii est un protozoaire parasite découvert accidentellement à l’institut 

Pasteur de Tunis par Charles Nicolle en 1908, alors qu’il cherchait un réservoir de 

Leishmanies dans le rongeur Ctenodactylus gundi. 

Initialement, la connaissance de la pathogénie de T. gondii était essentiellement restreinte à 

la maladie congénitale issue de la transmission transplacentaire humaine et animale, avec la 

description d’une triade clinique : hydrocéphalie, choriorétinite et encéphalite (1). De rares 

cas d’infection disséminée chez l’adulte avaient été décrits, lorsque Sabin et Feldman 

publièrent en 1948 la mise au point du premier test sérologique permettant le diagnostic de 

la toxoplasmose, le « dye test » (ou test de lyse) (2). Cet outil permit alors d’entreprendre les 

premières études de prévalence de l’infection, et révélèrent une forte distribution du 

parasite, dans les populations humaines mais aussi de nombreux autres hôtes animaux, et 

permit de reconnaitre son implication comme facteur majeur dans les avortements du bétail 

(3). Il était peu probable que la seule transmission congénitale soit à l’origine d’une aussi 

large distribution. La relative résistance des bradyzoïtes à l’action d’enzymes protéolytiques 

rendait plausible l’idée d’une contamination par ingestion de kystes lors du carnivorisme (4), 

ces formes de latence enkystées étant retrouvées notamment dans les tissus musculaires et 

nerveux d’hôtes infectés. La présence du parasite chez les animaux uniquement herbivores 

posait cependant un problème de cohérence dans la compréhension du cycle parasitaire. 

Après avoir porté les premiers soupçons sur le chien, l’étude, inspirée, du contenu de fèces 

de chat permit de découvrir une nouvelle forme pouvant rester infectieuse dans 

l’environnement pendant plus d’un an, excrétée hors du tube digestif des félins, et nommée 

oocyste (5). L’infectiosité des oocystes fut confirmée expérimentalement chez la souris (6), 

épidémiologiquement par la survenue d’épidémies de toxoplasmose humaine associées à 

des contaminations environnementales, notamment des eaux de boisson (7–9), et 

sérologiquement par la présence d’anticorps spécifiquement dirigés contre ce stade (10,11). 

La présence d’oocystes sur les côtes est depuis quelques années reconnue comme 
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responsable d’une prévalence élevée de la parasitose chez certains mammifères marins, 

conséquence du lessivage des côtes contaminées (12). 

2. Cycle parasitaire 

Le cycle parasitaire complet ne fut pas compris avant les années 1970 et la découverte des 

stades sexués dans l’intestin du chat. Il est depuis lors très bien connu, et décrit comme 

l’association d’un développement asexué se déroulant chez l’hôte intermédiaire (la plupart 

des animaux à sang chaud) et donnant lieu à l’enkystement de bradyzoïtes dans les tissus, et 

d’une phase sexuée située dans l’intestin grêle des félidés (Figure 1).  

  

Figure 1. Cycle parasitaire de Toxoplasma gondii (13) 
Reprinted from Clin. Microbiol. Rev., 25, Robert-Gangneux F, Dardé ML, Epidemiology of and diagnostic 
strategies for toxoplasmosis, 264-296, Copyright 2012, American Society for Microbiology. 

Lors de la phase asexuée chez l’hôte intermédiaire, T. gondii est présent sous deux formes : 

tachyzoïte et bradyzoïte. Le premier est responsable de la phase aiguë de l’infection, 

permettant la dissémination hématogène et l’infection cellulaire dans différents organes. 

Après adhésion à la cellule hôte, la phase d’invasion se poursuit par la formation d’une 

vacuole dite parasitophore qui contiendra le parasite à l’intérieur de la cellule, et jouera le 



 

 

16 
 
 

rôle d’interface entre les deux protagonistes. Après multiplication au sein de cette vacuole 

selon un mode singulier appelé endodyogénie (la réplication de l’ADN, une mitose, suivis de 

l’assemblage de 2 cellules filles et de la cytocinèse se font à l’intérieur de la cellule-mère, 

sans fission de cette dernière) jusqu’à l’obtention de 32 ou 64 éléments, la sortie active et 

synchrone des parasites peut entraîner la lyse de la cellule hôte. Un nouveau cycle d’invasion 

est alors possible (14). 

Dans le cas d’une infection asymptomatique, parce que contrôlée par la réponse 

immunitaire (dès 2 à 3 jours après inoculation parentérale de tachyzoïtes chez la souris) 

quelques parasites migrent vers les tissus profonds où ils persisteront dans un état de 

latence/quiescence (15). Ce processus d’interconversion entraînera une modification 

morphologique et biochimique du parasite. Ce nouveau stade appelé bradyzoïte continuera 

à se répliquer de manière très ralentie au sein d’une paroi kystique. En l’absence d’altération 

de l’immunité, les kystes persistent à vie dans les tissus infectés sans manifestation délétère 

prouvée à ce jour, bien que de nombreuses spéculations aient lieu sur de possibles effets 

des kystes intracérébraux sur le comportement et la survenue de certaines pathologies 

psychiatriques (tendances suicidaires, schizophrénie) (16–18). Lors de l’ingestion d’un kyste 

par un carnivore, la paroi, sensible à l’action gastrique (acidité et protéolyse par la pepsine), 

sera rompue, libérant les bradyzoïtes (19). 

La contamination de l’hôte définitif félidé par l’ingestion soit de kystes contenus dans 

l’alimentation carnée, soit d’oocystes présents dans l’environnement, entraînera une 

infection digestive et la production de formes morphologiquement différentes des stades 

présents chez l’hôte intermédiaire. Au sein des cellules de l’épithélium digestif, les parasites 

se multiplieront par endopolygénie. Une phase de schizogonie (division séquentielle des 

noyaux au sein d’une cellule unique) verra la succession de cinq stades asexués (stades A à 

E), puis une phase de gamogonie génèrera les formes sexuées (micro- et macrogamètes), 

dont la fusion engendrera un zygote diploïde. La lyse de l’entérocyte libèrera cet oocyste qui 

sera excrété dans les fèces, dans un délai allant de 3 à plus de 18 jours après infection, en 

fonction du mode de contamination initial (15). L’oocyste subira enfin une méiose au cours 

de la sporulation (phase de sporogonie) qui a lieu dans l’environnement, conduisant à la 

production de deux sporocystes, renfermant chacun 4 sporozoïtes. Cet oocyste pourra alors 

rester infectieux pendant plusieurs mois (20). 
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3. La toxoplasmose humaine 

Chez l’homme, l’infection aiguë est généralement asymptomatique, ou bien ne nécessite pas 

de traitement médical. Cependant, dans certaines situations cliniques où la réponse immune 

est altérée (vie fœtale, immunosuppressions, infections intraoculaires), l’infection peut être 

grave, voire fatale.  

La primo-infection pendant la grossesse peut avoir de graves conséquences pour le fœtus. Le 

passage transplacentaire du parasite en phase d’infection maternelle aiguë entraîne une 

toxoplasmose congénitale, dont la pathogénie va de l’infection asymptomatique ou bénigne 

à de graves symptômes (hydrocéphalie ou microcéphalie, encéphalite) ou séquelles 

(choriorétinite, calcifications intracrâniennes, retard de développement psychomoteur ou 

mental) et parfois à la mort fœtale intra-utérine (21). Le risque d’infection fœtale est 

directement corrélé à l’avancement de la grossesse lors de l’infection maternelle. La 

perméabilité chronologiquement croissante de la barrière placentaire entraine un risque 

d’environ 10 % de passage au premier trimestre de grossesse, de 30 % au deuxième et de 

plus de 60 % en fin de grossesse (23). A l’inverse, la gravité d’une infection intra-utérine est 

maximum pendant les premières semaines de grossesse, et les travaux de Desmonts 

montrèrent dès les années 1970 que plus de 80 % des enfants infectés pendant le troisième 

trimestre de grossesse sont asymptomatiques (24). L’atteinte de la rétine (choriorétinite) est 

une manifestation fréquente de la toxoplasmose congénitale, quel que soit le moment de 

l’infection, et qui peut survenir de manière retardée. Cependant, il est désormais admis que 

la choriorétinite peut être une manifestation de la primo-infection chez l’adulte (25). Une 

analyse systématique de la littérature publiée en 2013 dans le Bulletin de l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) a conclu que la toxoplasmose congénitale représente une 

charge de morbidité considérable au niveau mondial, avec une incidence annuelle globale 

estimée à plus de 190 000 cas, équivalant à une charge de 1,2 million d’années de vie 

corrigées du facteur invalidité (26). Ce rapport met en évidence des disparités selon les 

régions mondiales, les taux les plus élevés ayant été observés en Amérique du Sud et dans 

certains pays du Moyen-Orient et d’Afrique à faibles revenus. Pour expliquer la variabilité de 

l’impact de la toxoplasmose congénitale, on peut notamment invoquer 1) la variabilité des 

expositions environnementale et alimentaire au parasite, 2) la variabilité de la virulence des 

génotypes de toxoplasme, et 3) la variabilité des mesures de prévention mises en œuvre. Si 
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les deux premières composantes sont dépendantes de la géographie et des habitudes 

(notamment alimentaires) des populations, les mesures de prévention résultent des choix 

politiques de prise en charge et de la capacité du pays à la financer.  

La question de la toxoplasmose chez l’immunodéprimé concerne de plus en plus de patients, 

étant donnée l’intensité de l’immunodépression induite par les thérapeutiques antirejet 

actuelles utilisées lors des transplantations d’organes, et l’augmentation actuelle du nombre 

de transplantations réalisées. Chez ces patients, le risque d’infection grave focalisée ou 

disséminée provient soit de la réactivation d’un kyste chez un patient anciennement infecté, 

soit de la contamination par le biais d’un greffon contenant des kystes, notamment lors des 

transplantations cardiaques (27). Les patients bénéficiant d’une greffe de moelle osseuse 

sont quant à eux parmi les plus à risque d’une réactivation, étant donnée la profondeur et la 

durée de l’immunodépression chimio-induite. Globalement, les patients atteints 

d’hémopathies malignes semblent les plus fragiles, comme l’a montré le fort taux de létalité 

(plus de 95 %) observé lors une étude rétrospective multicentrique française des 

toxoplasmoses nécessitant une hospitalisation en unités de réanimation (28). A ces 

situations s’ajoute le contingent des immunosuppressions d’origine infectieuse : les patients 

contaminés par le VIH présentent en effet un risque corrélé au taux de Lymphocytes T CD4+ 

(LTCD4+), et donc à la maîtrise de l’infection par les antirétroviraux. Chez ces patients 

surviennent volontiers des réactivations entraînant dans la plupart des cas des encéphalites, 

bien que d’autres organes soient également concernés (notamment poumons et œil) (13). 

4. Options thérapeutiques : médicaments anti-Toxoplasma actuels et 

perspectives 

a) Prise en charge actuelle de la toxoplasmose 

i. Toxoplasmose congénitale 

En l’absence de vaccin efficace, la première des préventions consiste à éviter la 

contamination de la femme enceinte. Elle réside en l’observance d’une série de 

recommandations hygiéniques et alimentaires destinées d’une part à éviter la présence 

d’oocystes dans l’alimentation en provenance de fèces félins par l’intermédiaire de sols, 

eaux ou denrées alimentaires contaminés, et d’autre part à rendre non infectieux les 

éventuels kystes présents dans la viande par congélation ou cuisson à cœur (29). 
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Malgré cette prévention primaire, une infection chez la femme enceinte reste possible, et 

certains pays ont fait le choix de mettre en place un dépistage systématique de l’infection 

chez la femme enceinte. Comme l’infection par T. gondii est la plupart du temps 

asymptomatique, le diagnostic de l’infection chez la femme enceinte repose sur la 

réalisation systématique d’examens biologiques, et plus précisément sérologiques 

(recherche d’anticorps dans le sérum). La France fait probablement en la matière figure 

d’exemple rare, le dépistage étant réalisé de manière mensuelle, à la différence d’autres 

pays européens comme l’Italie, l’Autriche ou la Belgique, où il est trimestriel, ou encore la 

Pologne, la Suède et le Danemark, où aucun programme de dépistage n’existe (27,30). Aux 

USA, le dépistage maternel est complètement dépendant du choix de l’équipe réalisant le 

suivi médical de la patiente, certains auteurs pointant l’importance d’un changement des 

pratiques (31). Une transmission à l’enfant né de mère infectée pendant la grossesse sera 

également recherchée à la naissance (analyse du placenta par inoculation à la souris et PCR, 

et tests sérologiques sur le nouveau-né à la recherche d’anticorps IgG ou IgM 

néosynthétisés) et dans les mois suivant la naissance (suivi sérologique) (13,27).  

Cette politique de dépistage de la mère et de l’enfant n’aurait cependant aucun effet en 

l’absence d’options thérapeutiques. En France, lorsqu’une infection pendant la grossesse a 

été diagnostiquée (apparition d’anticorps chez une femme préalablement séronégative) ou 

fortement suspectée (infection non datable, ou en période périconceptionnelle), la prise en 

charge est adaptée en fonction de la date de l’infection et du résultat de la recherche d’ADN 

parasitaire dans le liquide amniotique (si elle a pu être pratiquée). Une abstention 

thérapeutique sera la règle en cas d’infection antéconceptionnelle. Dans tous les cas 

d’infection post- ou périconceptionnelle, un traitement de la mère par spiramycine, 

présentant une grande sécurité d’emploi, sera instauré et poursuivi jusqu’à l’accouchement. 

Dans les cas d’infection fœtale prouvée (ADN parasitaire retrouvé dans le liquide 

amniotique) ou suspectée (infection en fin de grossesse), un traitement associant la 

pyriméthamine et un sulfamide (P-S) est généralement mis en place. L’efficacité de cette 

association est avérée, mais présente des risques d’effets indésirables sérieux et nécessite 

un suivi particulier et une supplémentation en folates. Les recommandations allemandes et 

autrichiennes diffèrent en ce qu’elles insèrent systématiquement un traitement de 4 

semaines par P-S à la 17ème semaine de grossesse (32). Enfin, dans certains cas d’atteinte 
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fœtale constatée par imagerie, une interruption thérapeutique de grossesse sera proposée. 

Chez le nouveau-né, lorsque la certitude d’une infection est acquise, l’enfant est traité par 

association P-S associée à un suivi radio-clinico-biologique, pendant 18 à 24 mois (33). 

ii. Toxoplasmose de l’immunodéprimé 

Chez l’immunodéprimé, les recommandations visant à éviter la contamination sont les 

mêmes que chez la femme enceinte, et une surveillance biologique sera mise en place, mais 

selon le risque évalué, une chimioprophylaxie pourra être instaurée d’emblée. 

Pour les patients séropositifs pour le VIH et pour T. gondii, une prophylaxie est 

recommandée lorsque le taux de LTCD4+ est inférieur à 100/µL, jusqu’à ce que le taux 

remonte durablement (au moins 3 mois) au-dessus de 200/µL. Le traitement retenu dans 

cette indication est l’association triméthoprime – sulfaméthoxazole (TMP-SMX), en double 

dose (800mg – 160 mg par jour). Les patients non immunisés contre T. gondii et sans 

prophylaxie active (potentiellement prescrite dans le but de prévenir d’autres maladies 

opportunistes comme la pneumocystose) doivent être régulièrement testés 

sérologiquement lorsque leur taux de LTCD4+ descend sous cette limite (34). Le traitement 

curatif de première intention de l’immunodéprimé fait appel à l’association P-S, pour une 

durée minimale de 6 semaines. D’autres molécules peuvent être utilisées, toujours dans le 

cadre d’une association (35). En cas d’extension radiologique ou clinique, le traitement sera 

poursuivi (34). En plus d’une surveillance biologique (PCR dans le sang), le même choix 

prophylactique basé sur TMP-SMX sera fait chez les patients recevant une greffe de moelle 

osseuse, particulièrement ceux présentant un haut risque du fait d’une infection ancienne 

ou d’un traitement par immunosuppresseurs dans le cadre d’une maladie du greffon contre 

l’hôte. Le traitement sera maintenu pendant toute la durée de l’immunosuppression (36). 

iii. Toxoplasmose de l’immunocompétent 

Pour les atteintes oculaires, un traitement pourra être mis en place, mais seulement après 

évaluation au cas par cas de la balance bénéfice – toxicité, sachant que le traitement n’aura 

au mieux qu’un effet limitant sur la multiplication parasitaire pendant la phase de rétinite. Le 

traitement sera ici aussi l’association P-S, auquel sera généralement adjoint un anti-

inflammatoire corticoïde (37). L’évaluation prendra en compte d’une part les aspects 

cliniques et le risque pour la fonction visuelle, et d’autre part la preuve biologique d’une 
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sécrétion intraoculaire d’anticorps (preuve sérologique par le calcul du coefficient de 

Desmonts ou l’utilisation de l’immunoblot, ou moléculaire par PCR quantitative dans 

l’humeur aqueuse ou le vitré) (32). La question de la prise en charge se pose davantage lors 

d’infections par des souches de génotypes dits atypiques, qui peuvent présenter une 

virulence très supérieure à celle attribuable aux souches appartenant aux lignées clonales 

habituellement retrouvées en Europe ou en Amérique du Nord (38). La pathogénie et le 

traitement de ces souches atypiques se rapprochent des caractéristiques des infections dues 

aux souches de génotypes « classiques » observée chez les sujets immunodéprimés.  

b) Nécessité de nouveaux traitements antitoxoplasmiques 

i. Un arsenal thérapeutique limité  

Les médicaments actuellement utilisés sont en nombre limité et ont été introduits sur le 

marché il y a plusieurs décennies. Les protocoles habituels font généralement appel aux 

sulfamides, à la pyriméthamine, à la spiramycine pour les traitements thérapeutiques et à 

l’association TMP-SMX pour la prophylaxie (35). Quelques molécules alternatives peuvent 

être proposées, en cas d’intolérance à celles utilisées dans les protocoles standards, mais les 

niveaux de preuve d’efficacité sont inférieurs (39) et les indications pas toujours formalisées 

(Tableau I). 

ii. L’efficacité du traitement actuel chez la femme enceinte est 

sujette à controverses  

Il est globalement considéré dans les pays utilisant le dépistage systématique que la mise en 

place d’un traitement chez la femme enceinte victime d’une infection aiguë est pleinement 

justifiée. Cette attitude est confortée par la plus grande incidence de cas graves de 

toxoplasmose congénitale dans les pays où une approche diagnostique et thérapeutique 

standardisée n’est pas appliquée de manière systématique (31,40,41). Une étude américaine 

a observé 85 % d’atteintes sévères parmi les enfants atteints de toxoplasmose congénitale 

confirmée inclus (41) ; de telles valeurs, nettement supérieures à celles qui sont observées 

en Europe, rendent compte d’un impact médico-économique considérable (42). 

Malgré ces données épidémiologiques globalement en faveur du dépistage et du traitement 

pendant la grossesse, la récurrence de biais méthodologiques et la difficulté à obtenir
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Tableau I. Molécules utilisées dans le traitement de la toxoplasmose (d’après (29,32,35,47–50)) 
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Tableau I (suite) 
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des échantillonnages de grande taille empêchent la plupart du temps de conclure de façon 

claire quant à l’efficacité de ces mesures. Ainsi, en 1999, une analyse de la littérature mettait 

déjà en évidence qu’un faible nombre d’études étaient suffisamment bien menées pour 

permettre d’évaluer l’efficacité du traitement chez la femme enceinte, et échouait donc à 

dégager un effet statistiquement favorable de ce traitement (43). Les études menées durant 

les quinze dernières années ont continué à susciter des interrogations sur l’efficacité du 

traitement prénatal, à la fois sur la transmission materno-fœtale et sur la gravité des 

séquelles fœtales (44–46). En 2007, une revue de 26 cohortes incluant 1438 mères infectées 

ayant bénéficié d’un dépistage prénatal concluait qu’en l’absence d’essai clinique randomisé 

de grande ampleur, il ne serait pas possible de conclure à un bénéfice du traitement 

prénatal sur le taux de transmission (51). L’efficacité sur les taux d’atteintes fœtales graves 

est également discutée : plusieurs études multicentriques européennes ont trouvé un effet 

protecteur du traitement pendant la grossesse vis-à-vis de la survenue de séquelles et de 

séquelles sévères (45,46,52), mais essentiellement dans le cas où le traitement est instauré 

précocement, c'est-à-dire dans les 4 semaines suivant l’infection maternelle (46). Certaines 

études ont échoué quant à elles à prouver un effet de la spiramycine sur la survenue de 

séquelles, oculaires ou neurologiques (53). Concernant le choix du médicament, l’association 

P-S présente une efficacité supérieure à la spiramycine pour l’éradication du parasite dans le 

placenta, puisque ce traitement a pour conséquence une détection plus rare du parasite 

dans cet organe (54). En revanche, les études observationnelles ne permettent pas de 

mettre en évidence un avantage du traitement P-S par rapport à la spiramycine en termes 

de réduction du risque oculaire et de survenue de séquelles intracrâniennes (53). Les 

dernières données françaises issues de la cohorte lyonnaise de femmes diagnostiquées entre 

1987 et 2008 sont de nouveau en faveur du dépistage et du traitement (55). Elles présentent 

une diminution du taux d’infection néonatale et une amélioration de l’issue à 3 ans d’âge, 

chronologiquement corrélées à la mise en place du suivi et l’amélioration des méthodes 

diagnostiques anténatales (PCR dans le liquide amniotique). Malgré tout, la tendance 

française est actuellement à l’évaluation prospective de l’efficacité du traitement, avec 

l’essai thérapeutique Toxogest qui a pour but de comparer prophylaxie par spiramycine et 

par P-S, et pourrait déboucher sur une modification de l’attitude française (47). 
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iii. Pas de traitement permettant une « stérilisation 

parasitaire » avec destruction des kystes 

Le risque toxoplasmique est paradoxal : chez la femme immunocompétente en âge de 

procréer, le risque concerne quasi-exclusivement les sujets non encore infectés. Au 

contraire, le risque pour les immunodéprimés réside le plus souvent dans la réactivation 

d’une toxoplasmose latente par réversion des formes de latence (bradyzoïte) en forme 

active (tachyzoïte). Or il n’est actuellement pas possible d’anticiper ce risque chez un patient 

séropositif pour la toxoplasmose qui développe une immunodépression. 

Notre équipe a récemment travaillé sur la caractérisation d’un candidat-médicament, la 

molécule FR235222. Chez T. gondii, ce peptide tétracyclique inhibe l’histone déacétylase 3 

(TgHDAC3). Les enzymes HDAC contrôlent le niveau d’acétylation des résidus lysines sur les 

queues des histones qui influent sur le degré de condensation de la chromatine et 

déterminent ainsi l’expression génique. In vitro, cette molécule s’est avérée capable non 

seulement d’inhiber la croissance de T. gondii à des concentrations très basses, de l’ordre du 

nanomolaire (nM), mais également d’induire la différenciation partielle des tachyzoïtes en 

pseudo-bradyzoïtes (56). Par ailleurs, le pré-traitement de kystes ex-vivo par FR235222 

réduit drastiquement leur infectiosité chez la souris (57), ce qui serait cohérent avec 

l’apparente capacité de cette molécule à traverser la paroi kystique (résultats non publiés). 

Ces résultats constituent un espoir de développement de thérapeutiques permettant de 

« stériliser » parasitologiquement les individus porteurs de kystes, et donc à risque de 

réactivation potentiellement fatale en cas d’immunodépression d’origine infectieuse, 

maligne, ou chimio-induite. 

iv. Une utilisation délicate 

La principale difficulté dans la recherche de traitements efficaces réside dans la distance 

génétique faible entre l’Eucaryote dit « supérieur » humain et le parasite, également 

eucaryote. Cette proximité évolutive est un obstacle qui n’existe pas dans le domaine de la 

thérapeutique antibactérienne, et il est d’autant plus difficile de trouver des molécules à 

index thérapeutique suffisamment élevé pour constituer une piste thérapeutique. Par 

conséquent, les principales molécules aujourd’hui utilisées sont soit d’efficacité modérée, 

soit accompagnées d’effets indésirables potentiellement graves. Ainsi, si la pyriméthamine 
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présente l’avantage d’une forte efficacité sur les tachyzoïtes vis-vis desquelles elle est 

parasiticide, son utilisation est rendue délicate par sa toxicité médullaire. Celle-ci est liée à 

son mécanisme d’action qui, de manière analogue à l’effet recherché sur la dihydrofolate 

réductase (DHFR) du parasite, intervient dans le métabolisme de l’acide folique chez 

l’humain, et, via la voie de biosynthèse de la thymidine, perturbe la production des lignées 

médullaires. Peuvent en résulter des effets hématologiques graves (thrombopénie, anémie 

macrocytaire, neutropénie voire agranulocytose) (47). A cette toxicité s’ajoutent les 

potentiels effets secondaires hématologiques dus aux sulfamides, dont les anémies 

hémolytiques chez les patients déficitaires en Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), 

et des allergies potentiellement sévères dont la fréquence peut aller jusqu’à 8 % des cas, 

contre-indiquant l’utilisation de cette classe d’anti-infectieux (58). La prévention de ces 

effets indésirables nécessite l’administration concomitante d’acide folinique et la 

surveillance resserrée de la numération globulaire. A la morbi-mortalité associée à la 

maladie s’additionne donc la morbidité accompagnant le traitement, d’autant plus élevée 

lorsque celui-ci dure plusieurs années. 

v. Des médicaments potentiellement actifs sur les autres 

Apicomplexes 

Etant phylogénétiquement proches, T. gondii et les espèces du genre Plasmodium partagent 

de nombreuses caractéristiques biochimiques et physiologiques. Par conséquent, certaines 

molécules classiquement utilisées comme antipaludiques sont officiellement indiquées dans 

le traitement de la toxoplasmose (35). Les candidats-médicaments visant l’un ou l’autre de 

ces parasites sont fréquemment étudiés de manière conjointe (59), et T. gondii est reconnu 

comme un bon modèle de validation de cible thérapeutique pour les autres parasites du 

phylum (60). Etant données les difficultés actuelles en termes de traitements antipaludéens 

liées à l’émergence de résistances aux différentes classes de molécules disponibles sur le 

marché (61,62), la recherche de candidats-médicaments chez T. gondii est susceptible de 

fournir des pistes de traitements du paludisme, actuellement responsable de plus de 200 

millions de cas et environ 630 000 morts dans le monde en 2012, et d’un impact 

économique considérable dans les pays les plus touchés (63). 
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c) Perspectives thérapeutiques – développements récents  

Comme exposé en 2012 par Rodriguez et Szajnman dans une revue des brevets déposés 

dans le domaine (35), la recherche de nouvelles molécules antitoxoplasmiques a conduit 

d’une part à tenter de développer de nouveaux composés au sein de familles 

pharmacologiques déjà connues, et d’autre part à explorer de nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

i. Cibles thérapeutiques connues  

Dans la famille des inhibiteurs de la DHFR, des molécules relativement nombreuses, dérivant 

pour certaines de la pyriméthamine, d’autres structuralement plus proches du 

triméthoprime, ont été évaluées. Un de ces composés s’est notamment avéré 16 fois plus 

puissant que le triméthoprime, tout en gardant une sélectivité d’espèce semblable (64). Ces 

développements ont été facilités par l’utilisation de méthodes informatiques d’ancrage 

moléculaire (docking), ayant permis de réaliser des criblages moléculaires virtuels en 

fonction de l’activité prédite. Des dérivés lipophiles du priritrexime ont permis d’allier une 

forte sélectivité à la grande puissance de cette molécule, qui affiche une CE50 (concentration 

conférant 50 % de l’effet maximal) de l’ordre du nM (65). L’exploration de cette famille de 

molécules, qui a déjà fait ses preuves en utilisation clinique, permet d’espérer rendre plus 

sûrs et moins lourds les traitements à l’avenir. 

ii. Cibles thérapeutiques connues dans d’autres parasitoses  

L’une des stratégies consiste à tester sur T. gondii des molécules développées ou déjà 

utilisées contre d’autres protozoaires. L’artémisinine, composé naturellement actif contre le 

paludisme (utilisé en médecine traditionnelle chinoise) et qui a donné naissance à la plus 

récente famille d’antipaludéens utilisables dans les crises graves, a ainsi été l’objet 

d’intenses recherches, en matière de thérapeutique anti-toxoplasmique. De nombreux 

dérivés ont été ciblés, dont certains ont ramené des résultats prometteurs, avec des 

concentrations efficaces in vitro de l’ordre du micromolaire (µM) (66).  

Les voies de synthèse des isoprénoïdes, large famille de molécules parmi les plus répandues 

dans la nature, font également partie des axes de recherche thérapeutique anti-T. gondii. 

Ces métabolites jouent un rôle crucial dans la machinerie cellulaire de tous les organismes, 
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en raison de la multitude de processus cellulaires dans lesquels ils sont impliqués. 

Initialement connus comme cibles thérapeutiques chez les Trypanosomatidés, certaines 

enzymes impliquées dans ces voies métaboliques ont récemment été étudiées chez d’autres 

parasites pathogènes, et notamment chez T. gondii (67). Les azastérols, inhibiteurs connus 

de la Δ24(25)-stérol méthyltransférase, montrent notamment une activité inhibitrice sur la 

croissance de tachyzoïtes qui pourrait potentialiser l’effet du traitement classique par P-S, 

permettre son utilisation à moindre dose et ainsi diminuer sa toxicité hématologique (68). 

Les bisphosphonates, classe pharmacologique utilisée dans le traitement de l’ostéoporose, 

et certains inhibiteurs de la squalène synthase, sont d’autres candidats-médicaments 

prometteurs (35). 

iii. Cibles thérapeutiques innovantes  

Certaines familles d’enzymes sont désormais considérées comme de potentielles cibles 

thérapeutiques anti-T. gondii, comme les dérivés de la molécule FR235222 qui ciblent 

l’histone déacétylase TgHDAC3 (57). Des dérivés de la pyrazolo-pyrimidine, inhibiteurs de la 

protéine kinase calcium-dépendante TgCDPK1, ont également montré une intéressante 

activité anti-invasion, à des concentrations très basses de l’ordre du nM (69).  

L’auxotrophie de T. gondii pour la synthèse de novo des purines a conduit certaines équipes 

à s’intéresser à une enzyme essentielle de la voie de récupération des purines, l’adénosine 

kinase, et certains de ses ligands dérivés de la N6-benzyladenosine, capables d’inhiber la 

croissance du parasite à des concentrations de l’ordre de la dizaine de µM (70). 

Depuis la revue de Rodriguez et Szajnman de 2012, d’autres candidats-médicaments ont fait 

l’objet de publications récentes. Les β-carbolines sont des alcaloïdes naturels, dont l’effet sur 

l’invasion cellulaire et la croissance de tachyzoïtes ont été montrés à des concentrations de 

l’ordre du µM, sans toxicité visible sur cellules humaines (71). Une équipe a récemment 

réussi à synthétiser des molécules pourvues d’une activité inhibitrice de la Thymidylate 

Synthase (TS) (enzyme de la voie des folates agissant en aval de la DHFR en catalysant la 

méthylation de la dUMP en dCMP (72)), avec une spécificité pour le parasite qui n’avait pas 

pu être atteinte auparavant (73). Cette innovation permet d’envisager l’utilisation combinée 

d’inhibiteurs de différentes voies de la synthèse des folates, de manière complémentaire aux 

inhibiteurs de la DHFR. Enfin, une avancée importante a été obtenue concernant les 

inhibiteurs de l’enoyl-acyl carrier protein (ACP) réductase, enzyme catalysant l’étape finale 
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de chaque cycle d’élongation des chaînes d’acides gras. La molécule princeps, le triclosan, 

n’est pas hydrosoluble, mais la synthèse de dérivés a permis de modifier la 

pharmacocinétique de la molécule, et l’évaluation in vivo dans un modèle murin d’un de ces 

dérivés montrait une réduction significative de la charge parasitaire, par rapport au contrôle 

(74). 

5. Positionnement taxonomique 

Le parasite Toxoplasma gondii est classé sur des arguments ultrastructuraux et moléculaires 

dans l’embranchement des Apicomplexes (taxons amonts : supergroupe des Chromalvéolés, 

groupe des Alvéolés comprenant également Ciliés et Dinoflagellés) (75). Les Apicomplexes 

sont des Eucaryotes unicellulaires parasites intracellulaires obligatoires, classés 

traditionnellement en quatre classes, selon des considérations essentiellement 

phénotypiques : Coccidies, Piroplasmes, Grégarines et Hémosporidies (Figure 2) (76). 

Certains d’entre eux sont des pathogènes importants en médecine humaine, responsables 

de zoonoses ou d’infections strictement humaines (genres Isospora, Cyclospora, Babesia, 

Cryptosporidium, Plasmodium, et Toxoplasma gondii).  

6. Organisation cellulaire spécifique 

La cellule type qui caractérise les parasites du phylum possède un certain nombre de 

structures spécifiques, dont la plupart sont impliquées dans le mode de vie parasitaire de ces 

organismes (Figure 3). Pourvue d’une mitochondrie unique et tubulaire, d’un réticulum 

endoplasmique et d’un appareil de Golgi, mais dépourvue de lysosomes, cette cellule 

contient un organite caractéristique, l’apicoplaste. Cet organite résulte de l’endosymbiose 

secondaire d’une algue rouge par un ancêtre commun aux Apicomplexes et aux Dinoflagellés 

actuels (77). Il est indispensable au développement intracellulaire du parasite, probablement 

en raison de sa contribution à la synthèse des lipides et des isoprénoïdes (77,78).  

La réussite intracellulaire de T. gondii est fortement liée à l’efficacité et la rapidité des 

processus d’invasion d’une part, et d’autre part à la formation d’une vacuole parasitophore. 

Tout en le protégeant des défenses cellulaires de son hôte, cette vacuole lui permet de créer 

un environnement singulier et propice à sa multiplication. Un certain nombre de spécificités 

de la cellule parasitaire extracellulaire, mobile et polarisée, permettent une telle réussite. Le 
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Figure 2. Arbre phylogénétique des Apicomplexes proposé par D.A. Morrison, basé sur 
les séquences complètes du gène de la petite sous-unité de l’ARNr (ARNr18S) (76) 
Reprinted from Trends Parasitol., 25, Morrison DA, Evolution of the Apicomplexa: where are we now?, 
375-382, Copyright (2009), with permission from Elsevier. 
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processus d’invasion fait intervenir un moteur actine-myosine submembranaire qui, après 

adhésion des deux cellules, permet l’entrée active du parasite au niveau d’une interface 

entre le pôle apical parasitaire et la cellule hôte, nommée jonction serrée (tight junction). 

Cette jonction serrée sert à connecter les actines corticales des deux cellules, et d’ancrage 

pour que le parasite exerce sa force de traction basée sur la myosine. Elle permet également 

d’exclure de la membrane de la vacuole parasitophore (MVP) les protéines membranaires de 

l’hôte (79). 

 
Figure 3. Composition cellulaire d’un Apicomplexe, d’après (80) 
Reprinted from Curr. Opin. Microbiol., 16, Klinger CM, Nisbet RE, Ouologuem DT, Roos DS, Dacks JB, 
Cryptic organelle homology in apicomplexan parasites: insights from evolutionary cell biology, 424–431, 
Copyright (2013), with permission from Elsevier. 

 

Par ailleurs, trois organites sécrétoires présents dans le cytoplasme des 

Apicomplexes interviennent de manière séquentielle lors de l’invasion par le parasite, de la 

formation de la vacuole parasitophore et en interférant avec les voies de signalisation et 

l’expression du génome de sa cellule hôte. Les micronèmes et rhoptries appartiennent au 

complexe apical (ou conoïde), tandis que les granules denses sont distribuées de manière 

aléatoire dans tout le cytoplasme (81). Les protéines de micronèmes, libérées dès le contact, 

sont impliquées dans la reconnaissance et l’adhésion à la cellule hôte. Le contenu des 

rhoptries, situées dans la partie antérieure du parasite, intervient ensuite dans la formation 
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de la membrane de la MVP et dans l’interférence avec les voies de signalisation de la cellule 

infectée. Les protéines de granules denses sont sécrétées pendant et après la phase 

d’invasion, et restent soit solubilisées dans la lumière de la vacuole, soit associées à la MVP, 

permettant sa maturation (82,83), ou bien encore exportées au-delà de la vacuole dans le 

cytoplasme voire le noyau de la cellule hôte (84,85). 

Enfin, la réplication particulière du parasite, où les cellules filles sont assemblées de novo à 

l’intérieur du cytoplasme de la cellule-mère, fait intervenir un complexe membrane-

cytosquelette particulier, le complexe membranaire interne (inner membran complexe), 

commun aux Apicomplexes mais également aux autres Alvéolés (80). 

7. Structure des populations 

Le genre Toxoplasma ne contient qu’une seule espèce, et les isolats étaient historiquement 

considérés comme fortement similaires. Les études moléculaires (polymorphisme de 

longueur de fragments de restriction, microsatellites) ont montré une clonalité très 

marquées, notamment en Amérique du Nord et en Europe, où trois lignées clonales, 

nommées type 1, 2 et 3, regroupaient la grande majorité des isolats (86). L’analyse du poly-

 

Figure 4. Modèle proposé pour l’expansion clonale des populations de T. gondii en 
Amerique du Nord et en Europe (87) 
Quatre groupes clonaux (parmi lesquels les types 1, 2, 3 et 12) se sont répandus en 
Amérique du Nord. Trois croisements distincts entre la souche ancestrale II* et des 

souches parentales (,  et ) ont engendré les types 1, 3 et 12, respectivement. 
Reprinted from Int. J. Parasitol., 41, Khan A, Dubey JP, Su C, Ajioka JW, Rosenthal BM, et al., Genetic 
analyses of atypical Toxoplasma gondii strains reveal a fourth clonal lineage in North America: 645–655. 
Copyright (2011) with permission from Elsevier. 
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morphisme par séquençage des introns de gènes de ménages a récemment conduit à 

décrire une quatrième lignée clonale, le type 12, où elle est fréquemment retrouvée dans la 

faune sauvage d’Amérique du Nord (87). Ces quatre lignées sont constituées de génotypes 

hautement similaires et présentant un faible taux de recombinaison. L’étude du 

polymorphisme génétique indique que ces lignées ont émergé au cours des 10 000 dernières 

années à la suite d’un unique croisement génétique (88) (Figure 4). Par rapport aux souches 

anciennes (1 million d’années), le succès de ces lignées serait lié à l’acquisition de 

l’infectiosité directe par voie orale sans recours au cycle sexué, permettant la transmission à 

travers différents hôtes, et conduisant à une expansion clonale. Même si l’épidémiologie est 

variable selon les pays, le génotype II est identifié de manière prédominante dans 

 

 
Figure 5. Structure génétique de la population de T. gondii, regroupée en six grands 
clades (A à F) contenant les 15 haplogroupes (nombres entourés). Caractères surlignés 
en jaune : souches représentatives de chaque haplogroupe. 
Caractères noirs : souches non incluses dans les grands clades. 
Reprinted from Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109, Su C, Khan A, Zhou P, Majumdar D, Ajzenberg D, et al., 
Globally diverse Toxoplasma gondii isolates comprise six major clades originating from a small number of 
distinct ancestral lineages: 5844–5849. Copyright (2012) with permission from National Academy of 
Sciences. 

http://www.nasonline.org/
http://www.nasonline.org/
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l’hémisphère Nord ; en France, il représente environ 90 % des cas de toxoplasmose donnant 

lieu à l’isolement d’une souche, qu’il s’agisse de cas de toxoplasmose congénitale ou de 

l’immunodéprimé (89,90). Au contraire, les souches retrouvées en Amérique du Sud 

présentent un profil tout à fait différent, constitué de lignées génétiquement divergentes 

présentant une grande diversité intra- et intergroupes, signes d’une recombinaison par 

reproduction sexuée significative dans ce sous-continent (91).  

Plus récemment, l’analyse de près de 1 000 souches de multiples origines géographiques par 

l’utilisation combinée des différentes méthodes moléculaires a permis d’identifier 138 

génotypes différents, regroupées en 15 haplogroupes définissant 6 clades (Figure 5). 

En Amérique du Nord et en Europe, le génotype d’une souche est classiquement associé à 

un niveau de virulence. Celle-ci est habituellement définie en modèle murin après injection 

intrapéritonéale de tachyzoïtes ; cependant, la variabilité inter-espèces est forte et 

l’application du modèle murin à la pathogénie humaine reste délicate (38). Les souches de 

type I sont hautement virulentes, conduisant à la mort en moins de 10 jours, à de faibles 

inoculums (moins de 10 parasites). Au contraire, les souches des types II ou III sont 

considérées comme avirulentes, une inoculation de plus de 103 tachyzoïtes n’étant pas létale 

mais induisant une infection chronique, associée pour le type II à la génération de kystes 

(38), et à une réponse immune pour le type III mais sans formation de kystes dans le cerveau 

(92). Cependant, les souches atypiques provenant d’Amérique du Sud ont été décrites 

comme beaucoup plus virulentes, et les cas d’infections graves et parfois mortelles, isolés ou 

sous forme d’épidémies, se sont multipliés dans la littérature depuis une dizaine d’années 

(93–98), sans que l’on puisse associer cette virulence à un génotype particulier, mais plutôt à 

une plus faible adaptation de ces souches à l’hôte humain (99). 

8. Régulation de l’expression génique chez les Apicomplexes 

Chez T. gondii, comme chez les autres Apicomplexes, les cycles parasitaires sont complexes, 

associant stades de latence et de prolifération chez de multiples hôtes. Au cours de ces 

cycles, les changements sont d’ordre morphologique, mais affectent également l'expression 

d'antigènes de surface et la mise en route de nouvelles voies métaboliques spécifiques à un 

stade parasitaire donné ; on estime entre 2 % et 5 % la proportion de gènes dont 
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l’expression est spécifique du stade parasitaire (100,101). Ces transformations radicales, 

mais également l’adaptation du parasite à un environnement non optimal lors des phases de 

vie extracellulaires, nécessitent un contrôle précis de l’expression des gènes à différents 

niveaux. 

a) Régulation transcriptionnelle 

La transcription chez T. gondii est extrêmement dynamique, avec de nombreux ARN 

messagers (ARNm) présents uniquement dans un seul stade. Les études du transcriptome du 

bradyzoïte de T. gondii ont montré une corrélation entre les niveaux d’ARNm et l’expression 

de protéines spécifiques de ce stade, ce qui suggère que les transitions d’un stade 

parasitaire à un autre chez les Apicomplexes sont gouvernées par des régulations au niveau 

transcriptionnel (102,103). L’analyse à grande échelle du transcriptome (serial analysis of 

gene expression, SAGE) a également mis en évidence des modifications radicales des pools 

d’ARNm au cours des différents stades parasitaires (100). Les altérations de la quantité des 

protéines pour un stade de développement donné sont maintenant corrélées aux niveaux 

d’expression de transcrits (données ToxoDB), ce qui renforce à une échelle génomique la 

contribution majeure des processus transcriptionnels à l’expression du génome.  

Ces processus restent pour l’instant peu décrits et font face à un curieux paradoxe : 

nécessitant une régulation transcriptionnelle forte, les Apicomplexes semblaient quasiment 

dépourvus de facteurs de transcription avec des domaines de liaison à l’ADN typiques de 

ceux retrouvés chez les autres Eucaryotes (HTH, HLH, doigts de zinc), malgré la présence 

d’un nombre de gènes comparables et de voies de signalisation communes. Alors que la 

proportion de facteurs de transcription semble augmenter avec la complexité biologique de 

l’organisme, les Apicomplexes ne semblent pas suivre cette règle (104). 

Une première réponse à ce paradoxe a été la découverte par analyse bio-informatique d’une 

grande famille de gènes codant des homologues au facteur de transcription végétal 

Apetela2/ethylene response factor (AP2/ERF), caractérisés par la présence d’un ou plusieurs 

domaines de liaison à l’ADN « AP2 » (105). La plupart de ces ApiAP2 sont très conservés 

entre espèces, mais certains semblent restreints à certaines espèces présentant une même 

spécificité d’hôte ou des particularités du cycle (comme la formation d’hypnozoïtes) (106). 

Leur acquisition est probablement une conséquence de l’endosymbiose ancienne d’un 

plaste non-photosynthétique, qui a abouti chez T. gondii à une expansion de cette famille 
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avec 68 membres contre 27 chez P. falciparum. Depuis leur découverte, la fonction et le 

modus operandi de plusieurs protéines ApiAP2 ont été étudiés. Leur expression chez 

Plasmodium est principalement corrélée au stade du cycle parasitaire asexué (105) ; un 

phénomène similaire est observé au cours du cycle cellulaire du tachyzoïte pour T. gondii 

(107). Ces protéines se lient à des séquences d’ADN spécifiques en amont des gènes, qui 

peuvent être multiples, suggérant une régulation transcriptionnelle d’un même gène par 

plusieurs ApiAP2 (108); ces régulations peuvent être positives ou négatives. Récemment, 

l’équipe de M. Llinàs a montré que la protéine PfAP2-G est essentielle pour la transition du 

parasite depuis le cycle réplicatif asexué vers le stade sexué ; la transcription du gène pfap2-

g est elle-même réprimée lors du stade asexué (109). La découverte d’un second membre de 

cette famille, PfAP2-G2, qui est responsable d’une modulation de la gamétocytogénèse, 

indique que l’engagement dans le cycle sexué dépend en partie de ces protéines (110). 

La deuxième réponse à notre paradoxe est la présence inédite chez ces parasites d’un vaste 

répertoire d’enzymes impliquées dans le remodelage physique et chimique de la chromatine 

et d’un « code histone » aussi sophistiqué que celui des mammifères (111,112). Le 

remodelage nucléosomal a un impact drastique sur la régulation de la transcription des 

gènes eucaryotes en jouant sur le niveau de compaction de l’ADN : plus la compaction est 

importante, plus la transcription est réprimée ; inversement, la décompaction se traduit par 

une activité transcriptionnelle intense. Les machineries de remodelage physique et chimique 

de la chromatine sont apparemment associées aux facteurs ApiPA2 qui les dirigent vers leurs 

gènes cibles (112,113). Parmi les diverses modifications possibles des histones, la régulation 

de l’acétylation des histones s’avère particulièrement cruciale pour déterminer les profils 

d’expression génique spécifiques des stades parasitaires. Ce type de régulation a été étudié 

ces dernières années par notre équipe, qui a montré que le facteur ApiAP2 TgCRC350 est 

associé à la déacétylase HDAC3 (114), et plus récemment que l’acétylase TgGCN5b est 

copurifiée avec plusieurs ApiAP2 (115). 

b) Régulation post-transcriptionnelle 

Cette corrélation transcriptome-protéome est partiellement contestée par l’analyse globale 

du niveau d’expression des transcrits et de l’abondance protéique au cours du cycle de 

développement de Plasmodium. Le Roch et al. ont montré des discordances d’intensité 

entre transcriptome et protéome, consistant en un décalage temporel entre les pics 
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d’intensité d’ARNm et de protéines (116). D’autres études abondent dans ce sens (117,118) 

et sont en faveur d’une action plus significative des mécanismes de régulation post-

transcriptionnels.  

Chez T. gondii comme chez Plasmodium spp., l’un des mécanismes de régulation post-

transcriptionnels les plus étudiés ces dernières années se situe au niveau de l’initiation de la 

traduction. En 2006, Mair et al. ont détaillé la répression traductionnelle chez les 

gamétocytes femelles de Plasmodium médiée par l’hélicase DOZI (119). Dans ce stade 

parasitaire, cette enzyme s’associe à certains ARNm sous forme de complexes 

cytoplasmiques ; cette séquestration permet de retarder la traduction de plusieurs centaines 

de transcrits jusqu’à la fécondation. D’autres mécanismes impliquent la modulation de la 

phosphorylation de la sous-unité alpha du facteur eucaryote d’initiation de la traduction eIF2 

(eIF2α). Chez Plasmodium, la phosphorylation d’eIF2α par la kinase IK1 constitue une 

réponse au stress dû à la privation d’acides aminés essentiels (120). L’action d’IK2 entraîne 

par ailleurs une répression de la traduction, permettant l’entrée du sporozoïte en phase de 

latence chez le moustique vecteur (121). Chez T. gondii, un déficit en phosphorylation de 

l’homologue de eIF2α, TgIF2α, entraîne un ralentissement du cycle lytique et un défaut de 

viabilité en conditions extracellulaires (122). Certaines kinases phosphorylant eIF2α, les 

GCN2 kinases, sont quant à elles activées en conditions de privation nutritive, entraînant 

l’arrêt de la traduction ; ce mécanisme semble conservé chez les Apicomplexes pour 

permettre l’entrée en latence (123). Une autre kinase impliquée dans la réponse à 

l'accumulation de protéines mal repliées, PERK, participe de manière déterminante à la 

modulation essentiellement traductionnelle due au stress du réticulum endoplasmique 

(124). Au total, quatre kinases ont été identifiées affectant eIF2α chez T. gondii, dont 

l’activité de phosphorylation participe à l’adaptation au stress via le contrôle de la traduction 

(125). 

Chez les Eucaryotes, la présence subcellulaire des granules de stress et des « P bodies » 

(processing bodies) dans le cytoplasme a été associée au stockage, voire la séquestration, et 

la dégradation des ARNm. Chez T. gondii, des agrégats d’ARNm évocateurs de granules de 

stress ont été observés pour la première fois en 2011 dans des tachyzoïtes extracellulaires 

en phase d’invasion ; ces granules, liées à des changements profonds dans la composition 

ionique du milieu, seraient déterminants pour la survie extracellulaire, l’invasion et la 

croissance (126). Notre équipe a localisé la protéine de régulation traductionnelle Argonaute 
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(TgAGO) sous forme de ponctuations cytosoliques, sans toutefois apporter la preuve d’une 

co-localisation avec des P bodies de T. gondii, qui n’ont pas été formellement identifiés 

jusqu’ici (127). 

Récemment, d’autres familles d’ARN non codants, générés par clivage d’au moins 10 ARN de 

transfert (ARNt) principalement au niveau de la boucle anticodon, ont été mises en évidence 

chez T. gondii (128). Les résultats de comparaisons entre souches suggèrent un lien de cause 

à effet entre ce clivage, qui concerne probablement toute la gamme des ARNt, et une 

diminution de la vitesse de croissance, voire de la virulence. La mise en jeu de ce mécanisme 

en conditions hostiles (privation en tryptophane, acide aminé essentiel au développement 

intracellulaire, ou incubation en milieu extracellulaire, à températures non optimales) et 

l’accumulation de formes clivées dans les stades bradyzoïtes et oocystes suggère par ailleurs 

un rôle dans le déclenchement et le maintien en phase de latence du parasite. Des résultats 

similaires chez le parasite murin Plasmodium berghei montrent la conservation de ce 

phénomène au sein des Apicomplexes. Le mécanisme de régulation par les ARNt clivés n’est 

pas connu chez les Apicomplexes, mais l’analogie avec de récentes découvertes chez 

l’homme conduit à faire l’hypothèse d’un rôle de guide pour une machinerie alternative de 

dégradation des ARNm ciblés (129). Notre équipe a exploré les processus impliquant les 

petits ARN régulateurs et a ainsi mis en lumière un éventail très large de molécules 

riborégulatrices chez T. gondii, de type siRNA (small interfering RNA) ou miRNA (microARN). 

Les machineries RNAi (RNA interference) qui génèrent ces petits ARN (enzyme Dicer) ou les 

prennent en charge (protéine TgAGO) pour cibler les ARNm à réguler sont conservées chez 

les coccidies mais absentes chez tous les autres parasites du phylum (127,130). La protéine 

TgAGO a été copurifiée avec des complexes de répression de la chromatine, et notamment 

tous les composants du complexe majeur de régulation de la chromatine TgCRC (114), 

suggérant une possible implication de la machinerie d’ARN-interférence dans la formation et 

le maintien de l’hétérochromatine, comme cela est largement décrit chez la levure S. pombe 

(131). Si les mécanismes impliquant des ARN non codants (longs ou petits) sont suggérés par 

ces études, la démonstration de leur implication dans le développement parasitaire reste à 

établir. 
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II. Préambule à mon travail de thèse  

1. Des protéines toxoplasmiques exportées modulent l’expression 

génique de la cellule hôte 

A mon arrivée dans l’équipe en 2010, un des axes de recherche de l’équipe visait à mieux 

comprendre la communication entre le parasite et sa cellule hôte par l’identification et la 

caractérisation de protéines exportées par le parasite après l’invasion (PSP), qui viendraient 

interférer avec les voies de signalisation de la cellule infectée. 

Plusieurs effecteurs parasitaires ont été découverts, dont GRA16 qui est la première 

protéine de granule dense exportée au-delà de la vacuole parasitophore vers le noyau de la 

cellule infectée (84). Cette protéine régule la transcription de gènes de l’hôte impliqués 

principalement dans le métabolisme et le cycle cellulaire. Son action est médiée par une 

interaction avec l’ubiquitine-protéase HAUSP, un régulateur du suppresseur de tumeur p53, 

et par une autre interaction avec la phosphatase 2A (PP2A) contribuant à la translocation 

nucléaire de cette enzyme. 

Une deuxième protéine exportée par le parasite, GRA24, promeut une réponse immune de 

type Th1 chez l’hôte l’infecté, en stimulant la sécrétion de plusieurs cytokines (IL-12) et 

chimiokines (MCP-1) pro-inflammatoires. GRA24 agit ainsi en stimulant l’auto-

phosphorylation de la MAP-Kinase p38α, qui stimule à son tour l’expression/activation de 

plusieurs facteurs de transcription (c-Fos, EGR1, CREB…) responsables de la régulation de 

l’expression des cytokines proinflammatoires. GRA24 contribue ainsi au contrôle la 

réplication précoce du parasite au site d’infection dans l’intestin (85). 

GRA16 et GRA24 constituent donc désormais une nouvelle famille de protéines hébergées 

par les granules denses qui, une fois déversées dans l’espace vacuolaire, ont la capacité 

inédite de traverser la PVM et d’être dirigées dans le noyau de la cellule hôte où elles 

modulent l’expression génique (132). 

2. Une enzyme plasmodiale à activité cytokinique est un facteur de 

virulence sécrété  

Cet axe de recherche PSP a trouvé un écho particulier avec les travaux publiés dans Nature 

en 2011 par nos collaborateurs le Dr. Amit Sharma (ICGEB, New Delhi) et le Dr. Hassan 

Berhali (EMBL-Grenoble outstation), qui ont révélé une fonction non canonique de la 
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Tyrosyl-ARNt Synthétase, une enzyme cytoplasmique de Plasmodium falciparum 

(PfTyrRS) (133). Cette protéine, à l’image de son homologue humaine aux activités 

cytokiniques pro-angiogéniques, possède un motif ELR (glutamate-lysine-arginine) – 

retrouvé également dans la séquence de l’IL-8. Cependant, dans la version humaine, ce 

motif nécessite, pour se retrouver exposé à la surface de la molécule, le clivage d’un peptide 

EMAP II-like C-terminal et la libération de la forme mini-TyrRS, tandis que la version 

plasmodiale exprime ELR de manière constitutive (Figure 6 A). L’utilisation d’anticorps 

dirigés contre PfTyrRS suggérait la présence de la protéine dans le cytoplasme des 

érythrocytes infectés (Figure 6 C), malgré l’absence d’un signal d’export dans sa séquence.

 

Figure 6. Sécrétion de PfTyrRS. A : organisation des Tyrosyl-RS humaine, de 
P. falciparum et de S. cerevisiae. B : Chimiluminescence de lysats et de surnageants de 
culture cellulaire ; anticorps dirigés contre PfTyrRs, PfDTD, PfmsP1 and Pf falcipaïne 2. 
C : Microscopie confocale de P. falciparum (stades asexués ; anti-sérum de lapin dirigé 
contre PfTyrRS). D : Microscopie confocale montrant la liaison et l’internalisation de 
PfTyrRs (PfTyrRs : souche sauvage ; contrôles : sérum de lapin avant immunisation ; 
mutant de PfTyrRs avec motif ELR remplacé par AAA, et anticorps seuls sans TyrRS). 
Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature communications, 2, Bhatt TK, Khan S, 
Dwivedi VP, Banday MM, Sharma A, Chandele A, et al. Malaria parasite tyrosyl-tRNA synthetase secretion 
triggers pro-inflammatory responses. 2011, 530, copyright 2011. 
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Ce résultat a été confirmé par la production d’une souche recombinante exprimant PfTyrRS 

fusionnée avec une green fluorescent protein (GFP). De la même manière, PfTyrRS a été 

retrouvée dans le surnageant de culture sur érythrocytes, suggérant que la protéine est 

libérée lors de la lyse érythrocytaire en fin de cycle asexué du parasite (Figure 6 B). La 

fixation de PfTyrRS à la surface de macrophages humains et son internalisation ont été 

observées par microscopie confocale (Figure 6 D). Les auteurs ont également constaté une 

libération dose-dépendante des cytokines IL-1, IL-6 et TNF-α par des macrophages humains 

mis en présence de PfTyrRS. Or, le niveau d’expression de ces cytokines pro-inflammatoires 

est habituellement augmenté dans les manifestations cliniques de paludisme grave. Le rôle 

de PfTyrRS dans la virulence semble être confirmé par son interaction avec les macrophages, 

qui augmente également l’expression de VCAM-1 et ICAM-1, molécules impliquées dans la 

virulence du parasite liée au phénomène de cyto-adhérence dans les capillaires veineux. 

Cette fonction « non canonique » de PfTyrRS, c’est-à-dire qui joue, en plus de son activité 

enzymatique, le rôle d’une cytokine parasitaire et de facteur de virulence, a inspiré notre 

équipe qui était en recherche de facteurs parasitaires secrétés au-delà de la vacuole. Se 

posait dès lors la question de la (des) fonction(s) de l’homologue de PfTyrRS chez T. gondii : 

s’agissait-il d’une PSP à action cytokinique impliquée dans le déroulement de l’infection ? 

3. Un homologue de la protéine p43 serait présent chez T. gondii  

Alors qu’émergeait ce questionnement, l’intérêt de notre équipe se renforçait pour une 

protéine identifiée en spectrométrie de masse comme un homologue de p43, co-purifiée 

avec TgAGO lors de l’étude des petits ARN régulateurs (données non publiées), et que nous 

appellerons Tg-p43. 

La protéine p43 humaine est un précurseur du peptide EMAP II (endothelial monocyte-

activating polypeptide II). En conditions de stress cellulaire (apoptose, hypoxie, 

chimiothérapies), le peptide mature est libéré par clivage protéolytique de la partie C-

terminale de p43, et se comporte alors comme une cytokine (134). Initialement décrit 

comme un peptide aux propriétés chimiotactiques sur les polynucléaires, il est capable 

d’induire l’expression du facteur tissulaire par les cellules endothéliales (activité 

procoagulante) et d’activer les monocytes (135). Il combine par ailleurs des activités pro-

apoptotiques (137) et anti-angiogènes (inhibition de la prolifération et de la migration des 
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cellules endothéliales) par interaction avec un composant de la voie de dégradation 

associant la protéasome (136). EMAP II entraîne également une régulation positive des 

récepteurs au TNF-, et est capable de rendre sensible au TNF- des tumeurs résistantes 

(138). 

Notre hypothèse initiale était donc que Tg-p43 pourrait, de manière similaire, jouer un rôle 

de cytokine ou de précurseur de cytokine chez T. gondii, avec potentiellement une action de 

manipulation de la réponse immunitaire de l’hôte. Le fait qu’elle soit co-purifiée avec TgAGO 

suggérait par ailleurs un rôle dans la machinerie d’ARN interférence. Enfin, une des 

principales caractéristiques de la protéine p43 est son association à certaines enzymes de la 

famille des aminoacyl-ARNt synthétases (à laquelle appartient la Tyrosyl-ARNt Synthétase) 

au sein d’un complexe multiprotéique appelé MARS (139). S’il en était de même chez 

T. gondii, il était envisageable que Tg-p43 puisse alors jouer un rôle de coordination entre les 

potentielles fonctions cytokiniques qu’elle-même et ses partenaires supposées pourraient 

jouer. Afin de tester ces hypothèses, je me suis intéressé à Tg-p43 et à ses partenaires.  
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Chapitre I : Les aminoacyl-ARNt synthétases et le complexe 

MARS chez T. gondii 

Les premiers résultats de nos recherches nous indiquèrent très rapidement que Tg-p43 ne 

présentait pas le profil d’une cytokine, la protéine endogène n’étant jamais observée par 

immunofluorescence en dehors du cytoplasme du parasite. Par ailleurs aucune de nos 

purifications biochimiques utilisant Tg-p43 comme appât n’a permis de retrouver 

l’interaction avec la protéine TgAGO, ce qui rend l’hypothèse d’une contribution au 

mécanisme d’ARN interférence peu probable. J’ai donc focalisé mes efforts sur la 

caractérisation de Tg-p43 et de ses partenaires enzymatiques.  

Après une synthèse bibliographique introduisant la nature et la fonction des aminoacyl-ARNt 

synthétases, je présenterai les résultats de mes travaux publiés complétés de quelques 

résultats additionnels, puis discuterai ces résultats au regard des connaissances actuelles 

concernant p43 et le complexe MARS dans le monde vivant. 

I. Les aminoacyl-ARNt synthétases 

1. Fonction d’aminoacylation 

Les aminoacyl-ARNt synthétases (en anglais : aminoacyl-tRNA synthetases, aaRS) sont 

essentielles au mécanisme de traduction, où elles participent au chargement d’un acide 

aminé sur une molécule dédiée d’ARNt, une étape initiale du processus de synthèse 

protéique (140). Cette réaction d’aminoacylation conduit à la formation d’un ARNt dit 

« chargé » de son acide aminé correspondant. Cet ensemble est ensuite amarré à un facteur 

d’élongation, qui le transporte jusqu’au sein du complexe ribosomal, où il sert d’unité 

d’élongation lors de la synthèse protéique, selon le modèle fourni par la molécule d’ARN 

messager (ARNm). Parce que cette réaction d’aminoacylation de l’ARNt établit l’algorithme 

de correspondance entre un acide aminé et un triplet nucléotidique, l’apparition de ces 

enzymes est étroitement associée à celui du code génétique (141). 

La réaction d’aminoacylation de l’ARNt se déroule en deux étapes (Figure 7). Lors de la 

première étape d’activation de l’acide aminé, une molécule d’ATP (ou rarement d’un autre 

nucléoside triphosphate) et l’acide aminé sont liés, au sein du site actif de l’enzyme, libérant 

une molécule de pyrophosphate inorganique. L’enzyme porte alors un aminoacyl-adénylate 
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(ou aminoacyl-AMP, anhydride entre le groupement carboxyle de l’acide aminé et le 

groupement phosphoryle de l’AMP). En amont de la deuxième étape intervient une ARNt-

nucléotidyl-transférase qui ajoute à l’extrémité 3’ de l’ARNt une terminaison CCA. Le 

carbonyle de l’aminoacyl-adénylate lié à l’aaRS peut alors être attaqué par l’extrémité 

hydroxylée en 2’ ou 3’ de l’adénosine terminale de la molécule d’ARNt. En résulte 

l’estérification de l’ARNt par l’acide aminé, accompagnée de la libération d’une molécule 

d’AMP, et la dissociation de la molécule d’aminoacyl-ARNt néoformée et de l’enzyme (140). 

aa + ATP + aaRS ⇋ aaRS•aa-AMP + PPi (1) 

aaRS•aa-AMP + ARNtaa ⇋ aaRS + aa-ARNtaa + AMP (2) 

Figure 7. La réaction d’aminoacylation catalysée par l’aminoacyl-ARNt-synthétase 
(1) : activation de l’acide aminé 
(2) : transfert du groupe aminoacyl vers l’ARNt  
Abréviations : 

aa : acide aminé 

ARNtaa : ARNt spécifique de l’acide aminé aa 

aa-AMP : aminoacyl-adénylate  
aa-ARNtaa: ARNt chargé 

aaRS : Aminoacyl-ARNt synthétases spécifique de l’acide aminé aa  
ATP : adénosine-triphosphate 
AMP : adénosine monophosphate 
PPi : pyrophosphate inorganique 

2. Contrôle de qualité de la réaction d’aminoacylation 

La rigueur de la lecture du code génétique est une condition indispensable à une synthèse 

protéique correcte. Afin d’éviter l’apparition de mutations dans le protéome, l’appariement 

d’un acide aminé à l’ARNt doit donc être hautement contrôlé. La fidélité de l’aminoacylation 

est obtenue par la mise en jeu conjointe d’éléments de contrôle positifs (production et 

reconnaissance des appariements corrects) et négatifs (détection et élimination des 

mésappariements) (142). La spécificité de l’appariement et les mécanismes de corrections 

des erreurs permettent d’atteindre une fréquence d’erreurs relativement faible, de l’ordre 

de 105 à 106 (143,144). 

a) Mécanismes assurant la spécificité de la réaction 

L’acide aminé fait l’objet d’une reconnaissance spécifique, liée à des interactions entre 

l’aaRS et la chaîne latérale de l’acide aminé. Cependant, ce fonctionnement peut être pris en 
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défaut, essentiellement pour les acides aminés à chaînes aliphatiques courtes et sans motif 

très discriminant : glycine, alanine, valine, isoleucine, sérine et thréonine (143). 

La spécificité de reconnaissance de l’ARNt est quant à elle souvent conférée par l’interaction 

de l’enzyme avec l’anticodon (Figure 8), triplet de bases complémentaires de celles 

composant le codon situé sur l’ARNm. Le bras accepteur de l’acide aminé joue également un 

rôle important dans cette spécificité, avec la présence d’une base discriminante près de 

l’extrémité 3’ (145). Pour certains ARNt (spécifiques de la sérine et de l’alanine), l’anticodon

 
Figure 8. Représentation schématique d'un ARNt (d’après (146)). 

 

n’est cependant pas reconnu par l’enzyme ; dans ces cas particuliers, des éléments 

d’identification répartis sur toute la molécule d’ARNt seraient impliqués (147). Les 

mécanismes assurant cette spécificité de reconnaissance sont d’autant plus sophistiqués que 

plusieurs ARNt de séquences différentes peuvent être chargés par le même acide aminé. Ces 

ARNt dits « isoaccepteurs », sont codés par différents gènes et peuvent présenter des 

variations de nucléotides dans l’anticodon (tout en gardant la même spécificité d’acide 

aminé, définissant la nature dégénérée du code génétique), voire disposer du même 
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anticodon mais contenir des variations de séquences dans d’autres zones reconnues par 

l’aaRS (148). 

b) Mécanismes de relecture 

Afin de pallier les erreurs d’appariement, les aaRS présentant des niveaux de fidélité 

insuffisants sont capables de catalyser une étape de relecture (proofreading ou editing), qui 

précède l’élongation protéique. Cette étape permet la vérification du bon appariement et la 

correction des mésappariements, par une réaction d’hydrolyse, soit de la liaison 

phosphoanhydride de l’aminoacyl-adénylate incorrect (correction pré-transfert), soit de la 

liaison ester de l’aminoacyl-ARNt incorrect (correction post-transfert) (144). Cette action est 

possible grâce à la présence intrinsèque dans la structure de ces aaRS de domaines 

correcteurs dédiés (editing domains) à activité hydrolytique, retrouvés dans 9 des 20 

principales aaRS. Dans certains cas, ces domaines de relecture existent de manière 

indépendante dans des hydrolases nommées ARNt-déacylases (147). Il est possible que ces 

domaines autonomes aient été intégrés au cours de l’évolution aux aaRS présentant 

aujourd’hui une activité hydrolytique (149). 

3. Contingents subcellulaires 

Le nombre d’aaRS chez les Procaryotes est variable, certains taxons possédant certaines 

aaRS aux spécificités propres qui ne sont pas retrouvées chez les Eucaryotes (Phosphoséryl-

RS, Pyrolysyl-RS chez certaines bactéries et archées) (150). Certaines aaRS affichent 

également une multi-spécificité, comme l’enzyme codée par le gène de la Prolyl-RS de 

l’Archée Methanococcus jannaschii, capable de catalyser les aminoacylations correctes des 

ARNtpro et ANRtcys (151).  

A la différence des Procaryotes, les Eucaryotes possèdent un répertoire complet de 20 

aminoacyl-ARNt synthétases correspondant aux 20 acides aminés les plus fréquemment 

utilisés dans la synthèse des séquences polypeptidiques (142). En théorie, il existe un sous-

ensemble de 20 aaRS dans chaque compartiment où se déroule une traduction, soit le 

cytosol et la mitochondrie dans la plupart des Eucaryotes (152). Cette vision canonique est 

cependant modérée par la mise en évidence de l’origine multiple des gènes d’aaRS 

mitochondriales, suggérant des phénomènes de transfert, de duplication ou de pertes de 

gènes au cours de l’évolution (153). En règle générale, les différentes isoformes sont 



 

47 
 
 

synthétisées dans le cytosol, à partir de gènes nucléaires ; les formes mitochondriales sont 

transportées dans l’organite de manière post-traductionnelle, où elles pourront prendre part 

à la traduction locale. L’existence de plusieurs jeux d’enzymes implique que celles qui sont 

destinées aux mitochondries se distinguent par la présence d’un signal de localisation 

spécifique, dit « peptide signal ». Selon les organismes et les spécificités d’acide aminé, deux 

cas de figure sont possibles. Les deux isoformes peuvent être codées par deux gènes 

différents (cas des Leucyl-, Histidyl-, Isoleucyl-, Phénylalanyl-, Tryptophanyl-, Séryl-RS 

humaines) (154). Certaines aaRS sont au contraire encodées par un gène unique ; dans ce 

cas, les deux versions d’une aaRS peuvent être générées par deux mécanismes différents : 1) 

la présence sur le transcrit de deux sites d’initiation de la traduction, conduisant à la 

synthèse de deux protéines différentes, l’une d’elles comportant le peptide signal N-terminal 

de localisation mitochondriale (cas de la Glycyl-RS humaine ou des Valyl- et Histidyl-RS de 

S. cerevisiae) (155) ; 2) un épissage alternatif qui maintient ou non la séquence d’adressage 

mitochondrial dans le transcrit (cas de la Lysyl-RS humaine (156) ou de l’Isoleucyl-RS de 

Trypanosoma brucei (157)). Possédant un troisième compartiment traductif hébergé par les 

plastes, les plantes devraient théoriquement disposer d’un ensemble supplémentaire 

d’isoformes chloroplastiques spécifiques à cet organite ; on observe au contraire chez 

Arabidopsis thaliana une situation extrême où la moitié des 45 aaRS encodées uniquement 

au niveau nucléaire sont partagées entre deux voire les trois compartiments (152). 

4. Classification des aaRS 

Les aaRS ont été réparties en deux classes qui se distinguent par des topologies distinctes de 

leurs sites actifs, conséquences de divergences évolutives de cette ancienne famille 

d’enzymes (158) (Tableau II).  

La classe I regroupe des enzymes généralement monomériques, à l’exception des enzymes 

dimériques Tyrosyl-RS et Tryptophanyl-RS, et de la Méthionyl-RS, dimérique exclusivement 

chez les Procaryotes (159). Elles possèdent au sein de leur site actif, près de l’extrémité 

amino-terminale (N-terminale), un domaine replié de type Rossmann-fold, (RF) (160). Les RF, 

retrouvés de manière ubiquitaire dans différentes familles protéiques se liant aux composés 

adénylés, comme certaines déshydrogénases et kinases (149,159), contiennent un domaine 

de liaison à l’ATP et un domaine de liaison à l’acide aminé, séparés par une insertion 

peptidique (connective peptide 1, CP1) (150). Dans certaines aaRS, CP1 existe sous une 
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forme élargie incluant un site catalytique qui constitue le principal domaine impliqué dans la 

relecture post-transfert (147,161). Deux motifs conservés, contenant des séquences 

consensus HIGH et KMSKS caractéristiques d’un centre catalytique construit autour d’un RF, 

interviennent en facilitant la liaison à l’ATP et en stabilisant l’état transitoire lors de l’étape 

d’activation de l’acide aminé (162). Lors de la deuxième étape, les aaRS de classe I abordent 

l’ARNt par le sillon mineur du bras accepteur de la molécule, et lient l’acide aminé à 

l’hydroxyle en 2’ du ribose terminal de l’ARNt (143). 

A l’inverse, les enzymes de classe II sont rarement monomériques, la Glycyl-RS et la 

Phénylalanyl-RS présentant la particularité d’exister sous forme hétérotétramérique de 

formule α2β2 (150). Cette famille d’enzymes se distingue essentiellement par la structure du 

domaine catalytique, quasiment unique dans le monde des protéines (149). Le site actif est 

constitué d’un feuillet bêta antiparallèle contenant 3 motifs consensus (appelés 1, 2 et 3), 

flanqué d’une hélice alpha (158). Le motif 1 fait partie de l’interface de dimérisation, alors 

que les 2 et 3 constituent le site d’aminoacylation, dont certains résidus-clés permettent le 

positionnement correct du substrat (143,163). Lors de la deuxième étape, les aaRS de classe 

II abordent l’ARNt par le sillon majeur de son bras accepteur, et lient l’acide aminé à 

l’hydroxyle en 3’ du ribose terminal (à l’exception de la Phénylalanyl-RS) (143). La différence 

de site actif entre les deux classes entraîne la fixation de l’ATP dans une conformation 

étendue pour la classe I, et repliée pour la classe II. Enfin, contrairement aux aaRS de classe I 

dont l’étape de relecture, quand elle est présente, réside dans l’activité du domaine CP1, les 

enzymes de classe II peuvent contenir des domaines structuraux distincts, situés en position 

N-terminale, voire en position centrale (147,150). 

Pour chaque classe, différentes sous-classifications ont été établies. Dans un premier temps, 

six sous-classes, trois pour chaque classe, avaient été créées essentiellement sur la base 

d’identités de séquence (147,150). Des analyses plus récentes, basées sur des phylogénies 

de structure, ont conduit à reclasser certaines aaRS, et reconnu 5 sous-classes pour les aaRS 

de classe I (Tableau II) (164). A titre d’exemple, les aaRS de classes II sont principalement 

subdivisées en fonction de la nature de leur domaine de liaison à l’anticodon : alors que celui 

de la classe IIa présente une topologie structurale conservée α/β, celui de la classe IIb est 

constitué par un domaine replié OB fold (oligonucleotide / oligosaccharide binding) en 
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position N-terminale (150,163), domaine retrouvé dans d’autres protéines liant les acides 

nucléiques (165). 

 Classe I Classe II  

Structure du site actif Rossmann feuillet bêta antiparallèle 

Motifs caractéristiques HIGH et KMSKS motif 1, motif 2, motif 3  

Conformation de l’ATP étendue repliée 

Sous-classe (structure quaternaire) Ia 

Méthionyl-RS (, 2) 

Leucyl-RS () 

Isoleucyl-RS () 

Valyl-RS () 

 

IIa 

Séryl-RS (2) 

Prolyl-RS (2) 

Thréonyl-RS (2) 

Glycyl-RS (2) 

Histidyl-RS (2) 

 Ib 

Cystéinyl-RS () 

Glutamyl-RS () 

Glutaminyl-RS () 

IIb 

Aspartyl-RS (2) 

Asparaginyl-RS (2) 

Lysyl-RS II (2) 

 Ic 

Tyrosyl-RS (2) 

Tryptophanyl-RS (2) 

IIc 

Phénylalanyl-RS ((αβ)2,α) 

Glycyl-RS ((αβ)2) 

Alanyl-RS (α2, α)  

 Id 

Arginyl-RS () 

 

 Ie 

Lysyl-RS I () 

 

Tableau II. Classification des aaRS (d’après (150,166)) 
 

5. Considérations évolutives 

Les aaRS sont des enzymes très anciennes qui auraient participé au cours de l’évolution à la 

transition entre un supposé « monde d’ARN » et l’avènement des protéines. En effet, elles 

existaient au premiers moments du développement de la vie sur Terre, avant son 

éclatement en différents règnes, et sont retrouvées aussi bien chez les Eucaryotes que chez 

les Procaryotes (167).  

Les aaRS pourraient avoir évolué à partir de molécules plus simples, principalement des 

protéines capables de se lier à l’ARN. L’existence d’aaRS multifonctionnelles chez certains 

micro-organismes conduit à suggérer que les aaRS contemporaines ont dérivé d’enzymes 

ancestrales de large spécificité de substrat (151). Un ancêtre catalytique commun 
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correspondant au cœur actif canonique aurait précédé les enzymes actuelles des deux 

classes, puis évolué à travers l’acquisition séquentielles de domaines accessoires, conférant 

la spécificité de liaison à l’ARNt, mais aussi des modules de relecture et d’interactions 

protéines-protéines et d’autres fonctions dites non canoniques (147,165). La présence de 

ces régions additionnelles non catalytiques explique notamment la taille globalement 

supérieure de ces enzymes chez les Eucaryotes par rapport à leurs homologues procaryotes 

(142) (Figure 9). 

 

Figure 9. Domaines additionnels retrouvés au sein des aaRS et leurs protéines 
accessoires chez l'Homme (168) 
Domaines catalytiques conservés : cadres blancs ; domaines de reconnaissance de 
l’ARNt : cadre gris. 
Reprinted from FEBS Lett 584, Guo M, Schimmel P, Yang X-L, Functional expansion of human tRNA 
synthetases achieved by structural inventions, 434–442, Copyright (2010), with permission from Elsevier. 

 

La coexistence de deux classes d’aaRS structuralement différentes mais remplissant la même 

fonction peut être considérée comme un exemple d’évolution convergente (149). Les aaRS 

de classe II sont considérées par certains comme probablement la plus ancienne évolution 

depuis les protéines catalytiques ancestrales, en raison des moindres performances de leurs 

domaines de liaisons aux nucléotides, qui, s’ils sont fonctionnels, apparaissent moins 

sophistiqués que les aaRS possédant un domaine RF. Cette considération est cependant 

modérée par la présence d’un domaine OB au sein des aaRS de sous-classe IIb, conférant à 

celles-ci une meilleure efficacité de liaison à l’anticodon que les enzymes de la sous-classe IIa 

(165). 
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En règle générale, une aaRS d’une spécificité donnée appartient toujours à la même classe, 

quel que soit l’organisme considéré, observation qui reflète l’évolution très ancienne de 

cette famille protéique (158). La Lysyl-RS est la seule aaRS à enfreindre cette règle, puisque 

deux enzymes distinctes affichant la même spécificité coexistent, l’une possédant les 

caractéristiques de la classe I et l’autre celles de la classe II. L’enzyme de classe I semble être 

apparue en premier, puis aurait été remplacée par l’aaRS de classe II dans la plupart des 

branches de l’évolution (150), de sorte que cette dernière est la seule présente chez les 

Eucaryotes actuels, quand l’enzyme de classe I subsiste dans de nombreux embranchements 

des Archées et des Bactéries, avec parfois une coexistence des deux enzymes au sein d’un 

même organisme (169). 

6. Fonctions non canoniques  

L’acquisition au cours de l’évolution de domaines accessoires aux extrémités amino- et 

carboxy-terminales des domaines catalytiques, essentiellement chez les Eucaryotes 

supérieurs, confère aux aaRS des fonctions autres que l’activité canonique d’aminoacylation 

des ARNt (170). Ces activités alternatives peuvent s’exprimer au niveau intracellulaire 

(régulations transcriptionnelle et traductionnelle, transport d’ARNt), ou après sécrétion dans 

le milieu extérieur (fonctions cytokiniques). Elles peuvent ainsi réguler un large spectre de 

processus biologiques comme l’apoptose, l’angiogénèse, la tumorogénèse, la réponse 

immune ou la différenciation tissulaire (171). Quelques exemples de ces fonctions non 

canoniques sont mentionnés ci-après. L’exercice de ces fonctions dites « non-canoniques » 

peut nécessiter la libération par protéolyse d’un fragment peptidique autonome, permettant 

des interactions inter-protéiques nouvelles. Dans d’autres cas, les domaines catalytiques 

peuvent être directement impliqués, soit par la mise à profit d’une surface non utilisée dans 

l’activité canonique de traduction, soit par le biais d’une protéolyse exposant de nouveaux 

éléments structuraux au sein même du site actif (168). Lorsque l’aaRS s’avère 

multifonctionnelle à l’état natif, elle peut être qualifiée de moonlighting protein (to 

moonlight signifiant « avoir un second travail ») (172). L’existence de ces fonctions 

additionnelles n’est pas spécifique de cette catégorie de protéines. Il semblerait au contraire 

que de nombreuses protéines, voire la plupart, soient dotées de fonctions multiples, dont la 

découverte se fait progressivement (173). Il a été suggéré que l’apparition de fonctions 

additionnelles au cours de l’évolution favoriserait la duplication de gènes, la présence de 
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deux versions d’une même protéine permettant de supporter une mutation affectant 

spécifiquement une fonction au bénéfice de l’autre (172). 

a) Régulation transcriptionnelle par la Lysyl-RS 

En plus de leur fonction d’aminoacylation, plusieurs aaRSs eucaryotes peuvent produire des 

polyphosphates de dinucléotides dans diverses conditions physiologiques. Ces molécules 

sont actives à la fois aux niveaux extra- et intracellulaires, et semblent agir en tant que 

molécules de signalisation importantes. La Lysyl-RS est par exemple capable de produire le 

diadénosine tétraphosphate (AppppA ou Ap4A) comme produit secondaire de la réaction 

d’aminoacylation de l’ARNtLys, par réaction du Lysyl-adénylate lié à la Lysyl-RS avec une 

molécule d’ATP (au lieu d’un pyrophosphate) (174) (Figure 10).  

Lys + ATP + LysRS ⇋ LysRS•Lys-AMP + PPi (1) 

LysRS•Lys-AMP + ATP ⇋ LysRS + Lys + Ap4A (2) 

Figure 10. Réaction de formation d’Ap4A 
(1) : activation de l’acide aminé 
(2) : attaque du lysyl-adénylate par l’ATP  
Abréviations : 

Lys: lysine 

Lys-AMP : lysyl-adénylate  
LysRS : Lysyl-ARNt synthétase 
ATP : adénosine-triphosphate 
PPi : pyrophosphate inorganique 
Ap4A : diadénosine tétraphosphate 

 

Ce messager secondaire, en se liant au répresseur Hint-1, libère le facteur de 

transcription MITF (microphtalmia-associated transcription factor) impliqué dans l’activation 

de la transcription de médiateurs de l’allergie dans les mastocytes. Plus de la moitié des aaRS 

sont capables de catalyser cette réaction, mais la Lysyl-RS est à l’origine de 70 à 80 % de la 

production de Ap4A, et constitue le seul levier d’augmentation de la transcription dans les 

mastocytes (175). La production d’Ap4A a également été observée chez des Procaryotes 

(Salmonella enterica) mais plutôt identifiée à un élément de réponse à des conditions de 

stress, et qualifiée à ce titre d’« alarmone » (176). 
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b) Régulation traductionnelle par EPRS 

La fonction dans la répression post-transcriptionnelle de l’aaRS bifonctionnelle Glutamyl-

Prolyl-RS (EPRS) a été montrée en 2004 (177). Cette aaRS intervient comme composant du 

complexe tétramérique GAIT (IFN-γ-activated inhibitor of translation). Ce complexe est 

observé dans le cytosol de cellules myéloïdes stimulées par la présence d’interféron gamma 

(IFN-γ) ; il est capable de se lier à un élément GAIT contenu dans une tige-boucle de la région 

non-traduite en 3’ (3’-UTR) de l’ARNm de nombreux médiateurs de l’inflammation comme la 

céruloplasmine ou le VEGF-A, empêchant leur traduction (178). Initiateur de la formation du 

complexe, EPRS est également le composant effectuant directement la liaison entre GAIT et 

le transcrit de la céruloplasmine (177). 

c) Fonctions cytokiniques 

Libérées dans l’environnement extra-cellulaire, certaines aaRS sont capables de se 

comporter en cytokines. Elles sont alors impliquées dans divers processus, régulant 

migration, division, différenciation de cellules immunitaires et endothéliales, et participant à 

la transformation maligne. Elles peuvent également jouer un rôle important dans la 

progression cancéreuse, en modulant l’angiogénèse tumorale et son échappement au 

système immunitaire (179). L’existence de ces activités cytokiniques adossées à des aaRS est 

interprétée comme un moyen de connecter traduction et voies de signalisation (180,181). 

L’exemple de la version humaine de la Tyrosyl-RS est à ce titre paradigmatique : l’enzyme 

intacte, une fois libérée dans le milieu extracellulaire, est scindée en deux parties actives. 

L’extrémité carboxy-terminale (C-terminale) libérée présente une forte identité de séquence 

avec le peptide EMAP II. In vitro, ce peptide « EMAP II-like » affiche de manière similaire à 

l’EMAP II un pouvoir chimiotactique puissant sur les leucocytes mononucléés et les 

polynucléaires, et stimule la production de myéloperoxydase, TNF-α et facteur tissulaire par 

ces cellules. Le second peptide libéré par clivage (mini-TyrRS), analogue de la Tyrosyl-RS 

d’Escherichia coli et contenant donc le site catalytique, présente quant à lui une activité 

chimiotactique vis-à-vis des polynucléaires, mimant l’action de l’IL-8 en se liant au mêmes 

récepteurs. Ces deux molécules à activité cytokinique, libérées dans le milieu extracellulaire 

lors de l’apoptose, autoamplifient leur production en recrutant les polynucléaires 
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producteurs d’élastase (protéase capable de scinder la Tyrosyl-RS), et par conséquent le 

recrutement de macrophages nécessaires au « nettoyage » du site (182).  

Il a également été montré que la mini-TyrRS était un facteur angiogène similaire à l’IL-8, 

capable d’induire la migration de cellules endothéliales in vitro et de stimuler l’angiogénèse 

in vivo en modèles animaux (murin et aviaire) (183). De manière analogue à la Tyrosyl-RS, il 

existe une version tronquée de la Tryptophanyl-RS pouvant être générée soit par épissage 

alternatif (induit par l’IFN-γ), soit par clivage (en présence d’élastase). Cette mini-TrpRS se 

comporte alors comme un inhibiteur de l’angiogénèse, capable d’inhiber les effets pro-

angiogénèse de la Tyrosyl-RS (183,184). Les effets antagonistes remarquables de ces deux 

aaRS, de structures pourtant très proches, suggèrent l’existence d’une fine régulation de la 

balance des stimuli pro-/antiangiogènes (185). 

7. Association à des protéines non enzymatiques 

Chez les Eucaryotes, une fraction des aaRS est associée sous la forme d’un complexe 

cytosolique stable appelé Multi-Aminoacyl-tRNA Synthetases (MARS), ou parfois MSC pour 

Multi-aminoacyl-tRNA Synthetase Complex. Ces assemblages supramoléculaires font 

intervenir, outre les aaRS elles-mêmes, un nombre, variable selon les espèces, de protéines 

accessoires permettant l’échafaudage du complexe, appelées Aminoacyl-tRNA synthetase-

interacting multifunctional proteins (AIMP). Chez la plupart des Eucaryotes pluricellulaires, 

celle-ci sont au nombre de trois, et initialement nommées d’après leur masse apparente (en 

kDa) : p43 (AIMP1), p38 (AIMP2), et p18 (ou AIMP3) (186). A l’image des aaRS, les AIMP des 

Eucaryotes pluricellulaires sont dotées de fonctions apparemment distinctes de leur rôle 

structural au sein du complexe MARS, essentiellement liées à certains domaines conservés 

présents dans leur structure. 

a) AIMP1 ou p43 

Rôles liés au domaine C-terminal EMAP II-like 

Au-delà des effets dus au peptide EMAP libéré par clivage (cf. plus haut), la protéine p43 

intacte présente elle-même des activités cytokiniques. Certaines de ces activités sont 

partagées avec EMAP II car dues à des interactions entre son domaine EMAP II et divers 

effecteurs (187). Sécrétée par les cellules de mammifères, p43 stimule ainsi l’expression de 

facteurs pro-inflammatoires (dont le TNF- et l’IL-8) par les monocytes/macrophages (188). 
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Une action anti-angiogène (inhibition de la prolifération des cellules endothéliales) a 

également été caractérisée, liée à une interaction avec la sous-unité α de l’ATP synthase, son 

récepteur à surface des cellules-cibles (189) qui a été proposée comme médiateur cellulaire 

de l’angiostatine. Mais p43 serait aussi impliquée dans le rétrocontrôle négatif du TGF-β : la 

fixation de son extrémité C-terminale à Smurf2 empêche l'ubiquitination de ce régulateur 

négatif du TGF-β et sa donc dégradation (190). 

L’analyse cristallographique de l’extrémité C-terminale de p43 a révélé au sein du peptide 

EMAP II un site de liaison non spécifique à l’ARNt basé sur un motif de type OB-fold (191) 

très proche de celui de la protéine de liaison à l’ARNt Trbp111 retrouvée chez la bactérie 

Aquifex eolicus (192). Le domaine EMAP II a ainsi probablement évolué par accumulation de 

mutations, d’une fonction accessoire de liaison à l’ARN vers une fonction de facilitation 

d’interactions protéiques hors du complexe MARS et de la traduction (168). 

Rôles liés au domaine N-terminal contenant le motif Leucine Zipper (LZ) 

Une étude de Park en 2005 décrit p43 comme un intervenant majeur de la réparation 

tissulaire. Au niveau d’un site lésé, le TNF-α attire les macrophages qui sécrètent alors p43. 

Le domaine N-terminal de p43, contenant le motif LZ, est responsable d’une prolifération 

fibroblastique et d’une synthèse accrue de collagène, via une interaction de ce domaine avec 

la kinase Erk (193). Le rôle ambivalent de p43 dans l’angiogénèse, provoquant à faible dose 

la migration de cellules endothéliales, mais induisant à forte dose l’apoptose, est également 

attribuable à son domaine N-terminal (194). 

Sans être attribués à un domaine particulier de p43, d’autres mécanismes ont été associés à 

cette protéine. Elle serait ainsi impliquée dans l’homéostasie du glucose : sécrétée par le 

pancréas après déplétion en glucose, son action hormonale engendre un ensemble d’effets 

mimant ceux du glucagon (195). Un rôle dans la réaction auto-immune découle de son 

association à la protéine de choc thermique (heat shock protein) gp96 impliquée dans la 

stimulation auto-antigénique. L’interruption du gène p43 en modèle murin entraîne un 

phénotype auto-immun lupique. Elle agirait ainsi comme un régulateur de la rétention de 

gp96 dans le réticulum endoplasmique, et la survenue de maladies inflammatoires 

chroniques (196). Enfin, p43 intervient dans le développement neuronal comme facteur 

essentiel de l’intégrité des axones des motoneurones. Elle participe au maintien du niveau 
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de phosphorylation nécessaire à l’assemblage correct des neurofilaments, principaux 

éléments du cytosquelette de ces cellules (197). La protéine p43 se comporte donc comme 

un facteur de signalisation dans des voies très variées et aux multiples fonctions, 

dépendantes du contexte et de la cible cellulaire. 

b) AIMP2 ou p38 

p38 intervient en tant que médiateur de la régulation du proto-oncogène c-myc par le TGF-

β. Le TGF-β induit l’expression et promeut la translocation de p38 vers le noyau, où elle 

régule négativement la transcription de c-myc en se liant à et en ubiquitinant son facteur de 

transcription FBP (far upstream element-binding protein), entrainant sa dégradation par le 

protéasome (198). La répression de c-myc étant nécessaire à la différenciation de certaines 

cellules alvéolaires, p38 intervient donc au cours de l’embryogénèse, et notamment de la 

différenciation pulmonaire. 

En 2005, il a été montré que p38 constitue l’un des substrats de l’ubiquitine-protéine ligase 

E3 codée par le gène parkin, dont les mutations ont été associées avec la survenue de 

certaines formes de la maladie de Parkinson. Un défaut d’ubiquitination et de dégradation 

de ces substrats protéiques spécifiques entraîne l’accumulation de protéines toxiques, 

déclenchant l’apoptose ; p38 pourrait ainsi jouer un rôle dans la neurodégénération et la 

pathogénèse de la maladie (199). 

Enfin, en interagissant avec p53, p38 inhibe son ubiquitination et donc sa dégradation, 

favorisant la réponse apoptotique au stress génotoxique (200). 

c) AIMP3 ou p18 

De manière similaire à p38, p18 présente une activité suppressive de tumeur : la délétion bi-

allélique de p18 chez la souris s’avère létale et l’hétérozygotie entraîne une haute sensibilité 

à la tumorogénèse spontanée. L’altération de l’ADN par l’exposition à des rayonnements UV 

induit la translocation nucléaire de p18. Cette protéine régule alors positivement p53 par 

une interaction via son domaine GST (homologue à l’extrémité C-terminale de la Glutathion-

S-transférase) avec ATM et ATR, deux sérine/thréonine kinases impliquées dans les 

processus de réparation de l’ADN (réponse dépendante de p53) (201). 
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Ainsi, hors de leur rôle structural et potentiellement régulateur au sein du complexe MARS, 

les trois AIMP des Eucaryotes supérieurs semblent posséder des fonctions propres dans le 

contrôle du devenir cellulaire. 

8. Maladies liées à des dysfonctions des aaRS  

De nombreuses mutations affectant plusieurs aaRS humaines, cytoplasmiques et 

mitochondriales, ont pu être associées à la survenue de maladies. 

Les anomalies concernant neuf des aaRS mitochondriales sont liées à un large éventail 

d’encéphalopathies et de myopathies. Les mutations affectent l’activité d’aminoacylation de 

l’aaRS (et parfois de la relecture), entraînant un dysfonctionnement de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. 

Les anomalies liées aux aaRS cytoplasmiques sont associées à un ensemble de neuropathies 

héréditaires sensitivo-motrices, regroupées sous la dénomination de maladie de Charcot-

Marie-Tooth. Malgré la grande variété de mutations concernant plusieurs aaRS (Glycyl-, 

Tyrosyl-, Lysyl-, et Arginyl-RS), l’homogénéité de la maladie consécutive suggère un 

mécanisme commun encore mal documenté. Un défaut des mécanismes de relecture, voire 

une mauvaise localisation subcellulaire, sont évoqués. L’apparition inopportune de fonctions 

supplémentaires, ou la perte de fonctions non canoniques, sont les autres mécanismes 

évoqués pour expliquer la survenue de ces maladies, mais leur étiologie moléculaire reste 

actuellement très peu connue (202). 

9. Les aaRS chez les Apicomplexes 

Les processus impliquant les aaRS chez les Apicomplexes présentent plusieurs singularités. 

L’analyse de profils d’expression des ARN messagers souligne la transcription sélective de 

plusieurs aaRS en fonction du stade parasitaire (203). Par ailleurs, l’apicoplaste héberge des 

mécanismes alternatifs de glutaminylation : une amidotransférase permet par exemple, 

après l’action de la Glutamyl-RS sur un ARNtGlm, d’amider le Glutamyl-ARNtGlm en Glutaminyl-

ARNtGlm, contournant ainsi l’absence de Glutaminyl-RS apicoplastique (203,204).  

Une des principales originalités des aaRS du phylum est la présence d’un contingent 

d’enzymes étonnamment restreint. Seules 37 gènes d’aaRS ont été identifiés dans le 

génome de Plasmodium falciparum au lieu de 60 théoriques (203) si on considère les trois 

sous-compartiments où la traduction est attendue (le cytoplasme, la mitochondrie et 
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l’apicoplaste). Les mêmes conclusions ont été avancées chez T. gondii (205). Ainsi, des 

analyses in silico prédisent des localisations exclusivement cytoplasmique et apicoplastique 

de respectivement 14 et 20 aaRS plasmodiales, mais aucune localisation mitochondriale. Il a 

été expérimentalement confirmé que l’Alanyl-, la Glycyl- et la Thréonyl-RS de P. falciparum 

(codées chacune par un seul gène) sont localisées à la fois dans le cytosol et l’apicoplaste 

(206). De même, 6 aaRS codées par un gène unique auraient une double localisation chez 

T. gondii (205). Ces données impliquent que pour plusieurs ARNt, la réaction d’acylation se 

déroule hors de la mitochondrie, dans laquelle ils sont ensuite importés, une fois chargés. Il 

s’agirait d’un fonctionnement original de la machinerie de traduction dépendant 

entièrement d'un transport des ARNt chargés depuis un autre compartiment (207). A titre de 

comparaison, chez d’autres protozoaires parasites comme les Trypanosomatidés se déroule 

une aminoacylation intra-mitochondriale, avec l’intervention d’aaRS dédiées (157). La 

traduction mitochondriale des Apicomplexes serait donc complètement dépendante de la 

contribution cytosolique. Cette hypothèse suggère une évolution de ces parasites vers une 

simplification maximale du génome mitochondrial, comme c’est déjà le cas pour 

Cryptosporidium qui héberge uniquement un vestige de mitochondrie, le mitome. 

L’apicoplaste héberge quant à lui une machinerie de traduction autonome constituée 

essentiellement de protéines importées dans l’organite via une séquence de sécrétion 

bipartite qui permet une translocation du réticulum endoplasmique vers l’apicoplaste et la 

fusion avec la première membrane apicoplastique. Un appareillage d’import chloroplastique 

très simplifié permet ensuite la traversée de la deuxième membrane (80). Cette séquence 

d’adressage N-terminale est retrouvée pour au moins trois aaRS chez Plasmodium spp. (la 

Cystéinyl-, l’Alanyl- et la Thréonyl-RS (208)), pour la Glutamyl-RS de Babesia bovis (209), et 

pour au moins 7 aaRS doublement localisées chez T. gondii (205). Selon des travaux récents, 

un mécanisme d’épissage alternatif serait responsable de l’absence ou la présence de cette 

séquence dans la Cystéinyl-RS de Plasmodium (210).  
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II. Composition protéique, organisation et structure 

tridimensionnelle du complexe MARS chez T. gondii 

1. Introduction 

Le travail exposé dans ce chapitre a été initié afin de tenter de répondre aux questions qui 

s’étaient fait jour concernant la nature et le rôle de Tg-p43. Nos investigations nous ont 

amenés à analyser la composition de l’interactome de cette protéine et donc à décrire le 

complexe MARS de T. gondii. En étroite collaboration avec l’équipe du Dr. Hassan Belrhali 

(EMBL-Grenoble), une étude biochimique, ultra-structurale et des interactions moléculaires 

de ce complexe a été entreprise. Ces travaux sont pour la plupart synthétisés dans un article 

scientifique paru en février 2014 dans la revue PLOS ONE, dont le Dr Jason van Rooyen (post-

doctorant, EMBL-Grenoble) et moi-même sommes co-premier auteur. Cet article, qui 

combine les résultats de nos travaux conjoints, est reproduit en fin de chapitre, précédé d’un 

résumé des résultats obtenus. Quelques résultats complémentaires font suite à cet article et 

closent le chapitre. Une partie discussion correspondant à ces résultats se trouve en fin de 

document. 

2. Résultats 

a) Caractérisation bio-informatique d’une AIMP hybride 

La protéine précédemment co-purifiée avec TgAGO correspond à un gène enregistré dans la 

base de données génomiques ToxoDB sous le numéro d’accès TgGT1_223140. La recherche 

de domaines conservés prédisait la présence d’un domaine GST dans la portion N-terminale 

de cette protéine et d’un domaine de liaison à l’ARNt de type EMAP II-like en C-terminal (lui-

même composé d’un domaine de liaison à l’ARNt désigné Myf ; PONE, figure 1). Après une 

recherche des homologues de ces deux domaines, nous montrons des homologies 

significatives entre Tg-p43 et les AIMP connues de l’Homme et de S. cerevisiae. Le domaine 

GST de Tg-p43 partage ainsi 20 % d’identité de séquence avec le domaine GST de Arc1p, 

17 % avec celui de p18 et 15 % avec celui de p38. Le domaine de liaison à l’ARNt de type 

EMAP II de Tg-p43 partage 30 % d’identité de séquence avec celui d’Arc1p et 25 % avec celui 

de p43. Ces homologies classent cette protéine parasitaire dans la famille des AIMP, avec 

une proximité structurale forte vis-à-vis d’Arc1p ; elle peut aussi être décrite comme un 

hybride entre les AIMP p18 et p43 humaines. 
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b) Localisation subcellulaire de Tg-p43 

Un des premiers objectifs du travail était de déterminer si Tg-p43 ou son domaine C-terminal 

(une fois clivé) étaient sécrétés, et pouvaient par conséquent jouer le rôle d’une cytokine à 

l’image de p43 et du peptide EMAP II généré par clivage chez les Eucaryotes supérieurs. 

Nous avons généré des parasites exprimant de manière stable la protéine endogène Tg-p43 

étiquetée (HA/Myc et FLAG) en C-terminal (protéines désignées Tg-p43-Myc-FLAG et Tg-p43-

HA-FLAG) dans deux fonds génétiques distincts : une souche virulente de type I (RHΔKu80) et 

une souche kystogène de type II (PruΔKu80). Ces souches, dérivées des souches cliniques RH 

et Prugniaud classiquement utilisées en recherche, présentent l’intérêt d’un très faible taux 

de recombinaison hétérologue, conféré par l’absence du gène codant Ku80, une protéine 

responsable de la réparation de l’ADN par recombinaison hétérologue. Après transfection et 

sélection, les parasites recombinants étaient cultivés sur fibroblastes humains, fixés au stade 

intracellulaire, et l’étiquette protéique Myc était visualisée par immunofluorescence (PONE, 

figure 4A). Dans les différentes souches testées, les signaux correspondant à la protéine Tg-

p43 étaient localisés dans le cytosol du parasite ; aucun signal n’a été observé dans la 

vacuole parasitophore, ni dans le cytoplasme ou le noyau des cellules hôtes infectées, 

traduisant l’absence (ou la non détection) de sécrétion de Tg-p43, voire de son extrémité C-

terminale. 

c) Expression et caractérisation de rTg-p43 - comportement en 

solution 

La production de Tg-p43 recombinante (rTg-p43) et les expérimentations de microscopie 

électronique ont été menés par Jason van Rooyen.  

Tg-p43 a été produite chez E. coli et en cellules humaines HEK293, afin d’obtenir des 

quantités suffisantes à l’analyse de son comportement en solution. L’analyse de son poids 

moléculaire globulaire par chromatographie d’exclusion-diffusion (SEC, size exclusion 

chromatography) (environ 252 kDA, PONE, figure 2B), sa rétention sur filtre de crible 100 

KDa (PONE, figure 2C), et la présence majoritaire de dimère (PONE, figure 2D) soulignent la 

tendance de cette protéine recombinante à l’oligomérisation. L’analyse en spectroscopie par 

dichroïsme circulaire (CD) a également permis de déterminer la répartition des différentes 

structures secondaires (hélice α, feuillet β, coudes, structure désordonnée). Le pourcentage 
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de structure désordonnée obtenue (40,7 %) était en accord avec les analyses informatiques 

prédisant que 38 % de la séquence protéique était non ordonnée (PONE, figure 8). 

d) Importance physiologique de Tg-p43 

La recherche de cibles thérapeutiques nouvelles chez T. gondii était une des perspectives 

sous-tendant le travail de recherche basé sur Tg-p43. Il était donc crucial de déterminer 

l’importance de cette protéine dans le développement parasitaire. Pour ce faire, le gène Tg-

p43 a été interrompu et remplacé par recombinaison homologue par une cassette de 

sélection de résistance à la pyriméthamine dans un fonds génétique de type I 

(RHΔKu80Δp43) ou de type II (PruΔKu80Δp43) (PONE, figure S1). 

i. Analyse du phénotype des parasites mutants Δp43 in vitro 

Une altération des capacités de croissance in vitro était initialement observée avec la souche 

de type I produite, qui présentait quelques difficultés à l’entretien en culture sur fibroblastes 

(diminution de la vitesse de lyse d’un tapis cellulaire de 25 cm² par rapport à la souche 

parentale). Des études préliminaires utilisant l’incorporation préférentielle d’uracile tritié 

par les parasites en croissance in vitro échouèrent à mettre en évidence de manière 

reproductible une diminution de la vitesse de croissance de cette souche, comparée à la 

souche parentale RHKu80 (données non montrées). D’après le comportement du parasite 

observé lors de l’entretien quotidien de la souche (dont la capacité à lyser une boîte entière 

semblait fortement ralentie lorsque le réensemencement d’une nouvelle boîte était 

retardé), l’hypothèse la plus probable était un défaut de survie des tachyzoïtes en milieu 

extracellulaire. Afin de tester cette hypothèse, une étude du nombre de plages de lyses dans 

le tapis cellulaire dans différentes conditions était réalisée. Le stress induit par 2 et 6 heures 

de maintien en conditions extracellulaires avant inoculation se traduisait par une diminution 

du nombre de plages de lyse, avec la souche RHΔKu80Δp43 comme avec sa souche 

parentale (Figure additionnelle 1). Cet effet, corrélé avec le temps de prétraitement, était 

significativement plus marqué avec la souche modifiée. Ces résultats étaient en faveur d’une 

capacité de survie inférieure de la souche RHΔKu80Δp43 en milieu extérieur. Cependant ce 

défaut n’a pas pu être répété dans un autre fond génétique (création de la souche 

RHΔKu80Δp43-YRS-HA-FLAG) (cf. plus loin). Les résultats étaient même relativement 
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contradictoires, avec une survie plus élevée des parasites modifiés après 6 heures de 

prétraitement extracellulaire (Figure additionnelle 1). 

De la même manière, des essais préliminaires étaient menés en milieu de culture pauvre 

(dépourvu de Glutamate et d’Arginine, pour laquelle T. gondii est auxotrophe). Si la 

croissance en milieu appauvri était visiblement plus ralentie pour la souche RHΔKu80Δp43 

que pour la souche parentale, aucune différence n’était observée entre RHΔKu80Δp43-YRS-

HA-FLAG et sa souche parentale (données non montrées).  

Par conséquent, il est très probable que le défaut constaté sur la souche issue de la première 

transfection ne soit pas représentatif de la suppression de Tg-p43, d’autant plus qu’aucun 

défaut de croissance n’était visible pour les souches de type II (PruΔKu80Δp43). L’altération 

phénotypique observée pourrait être la conséquence d’une insertion aléatoire ailleurs dans 

le génome. 

ii. Analyse du phénotype des parasites mutants Δp43 in vivo 

Nous avons comparé la virulence et la kystogénèse en modèle murin entre le mutant Δp43 

et sa souche parentale par inoculation intrapéritonéale de tachyzoïtes. Aucune modification 

de létalité n’a été constatée avec les souches de type I ou de type II inoculées à la souris 

Swiss à des doses létales (Figure additionnelle 2). La kystogénèse n’était pas affectée non 

plus : le nombre de kystes intracérébraux en phase d’infection chronique n’était pas 

significativement différent entre souches de type II parentale et modifiée (Figure 

additionnelle 3).  

e) Interactome de Tg-p43 – localisation du complexe 

Afin de déterminer quels sont les protéines partenaires de Tg-p43, un lysat contenant la 

protéine étiquetée a été soumis à une chromatographie d’affinité sur une résine portant des 

anticorps dirigés contre l’étiquette peptidique FLAG. L’analyse des éluats par spectrométrie 

de masse a révélé que Tg-p43 est associée à la Méthionyl-RS (MRS), la Glutaminyl-RS (QRS), 

la Glutamyl-RS (ERS) et la Tyrosyl-RS (YRS) (PONE, figure 3A, image de gauche). Le profil du 

complexe est le même pour un lysat issu d’une souche PruΔKu80 (Figure additionnelle 5). 

Afin de confirmer la réciprocité des interactions, nous avons purifié le complexe en utilisant 

les partenaires de Tg-p43 comme appâts. Des parasites exprimant des versions étiquetées 

de MRS et YRS ont été créés. La présence de l’étiquette n’induit aucune altération visible de 
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la croissance des parasites. Par contre, l’étiquetage de QRS et ERS n’a pas été possible, 

suggérant une possible létalité due à la modification C-terminale des protéines. Les 

purifications via YRS et MRS ont néanmoins permis de confirmer la composition du MARS de 

T. gondii (PONE, figure 3A, images du centre et de droite), avec cependant une 

hétérogénéité dans l’abondance des protéines. Par ailleurs, YRS et MRS ont été localisées via 

leurs étiquettes HA dans le compartiment cytoplasmique, comme Tg-p43 (PONE, figure 4A). 

La localisation cytoplasmique de la Glutaminyl-RS (QRS) a été confirmée (PONE, figure 4B) 

par l’utilisation d’un antisérum dirigé contre une QRS recombinante produite en E. coli et 

dont la réactivité spécifique avait été préalablement testée (Figure additionnelle 4).  

f) Interactions protéines-protéines 

Afin de vérifier le rôle supposé de Tg-p43 dans l’assemblage du complexe et d’identifier 

d’éventuels sous-complexes formés en son absence, le gène Tg-p43 a été supprimé dans des 

souches transgéniques exprimant des versions étiquetées de ses partenaires YRS et MRS. 

L’immunopurification des deux aaRS en absence de Tg-p43 a alors montré l’absence du 

complexe MARS (PONE, figure 5A), traduisant l’interaction directe d’YRS et de MRS avec Tg-

p43 et/ou le rôle de cette protéine dans la mise en place et le maintien de l’ultrastructure. 

Afin de déterminer si les deux extrémités de la protéine Tg-p43 sont nécessaires à 

l’assemblage, un mutant n’exprimant que les 296 acides aminés de l’extrémité N-terminale 

de Tg-p43 a été produit par insertion de l’étiquette protéique au sein de la séquence 

codante du gène Tg-p43. Les protéines co-purifiées avec cette version tronquée ΔC-Tg-p43-

HA-FLAG étaient les mêmes qu’avec la version native, indiquant que la partie N-terminale 

(incluant le domaine GST) de Tg-p43 est suffisante à l’assemblage du complexe (PONE, figure 

5B). 

Pour déterminer si QRS interagit directement avec Tg-p43, les protéines contenues dans les 

lysats des souches RHΔKu80-p43-Myc-FLAG et RHΔKu80-ΔTg-p43 ont été séparées par SEC. 

L’analyse des fractions montre que QRS est associé à Tg-p43 au sein des fractions de haut 

poids moléculaire (de 0,3 à 1 MDa), tandis que QRS migre avec des poids globulaires plus 

petits en absence de Tg-p43 (PONE, figure 5C), traduisant une interaction directe entre Tg-

p43 et QRS. 
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g) Comportement du complexe en solution 

L’application de la SEC aux diverses protéines immunopurifiées a ensuite permis d’analyser 

la distribution des espèces obtenues en fonction de leur taille globulaire. La majeure partie 

de Tg-p43 apparaissait dans des fractions de faible masse, autour de 250 kDa, en accord avec 

la masse globulaire de la protéine recombinante r-Tg-p43 observée précédemment (PONE, 

figure 2B) et correspondant probablement à un homo-oligomère. 

Si la masse maximum du complexe avoisinait 1,5 MDa, les espèces co-éluées avec Tg-p43-

Myc-FLAG apparaissaient cependant distribuées de manière bimodale, avec un maximum 

d’intensité vers 1 MDa et un autre vers 300 kDa (PONE, figure 6A). YRS était 

préférentiellement associé au complexe de haut poids moléculaire, quel que soit son 

partenaire utilisé pour la purification du complexe (PONE, figure 6A, B) ; réciproquement, la 

purification via YRS-HA-FLAG se traduisait par la quasi-absence d’espèces de bas poids 

moléculaire (PONE, figure 6D). Le profil obtenu à partir de ΔC-Tg-p43-HA-FLAG était 

semblable (PONE, figure 6C). 

h) Aspect du complexe en microscopie électronique 

Le complexe qui a permis les observations microscopiques a été isolé en immunopurifiant 

YRS-HA-FLAG, les tentatives à partir de MRS et p43 n’ayant pas permis d’obtenir une 

homogénéité de taille. L’observation après contre-coloration à l’acétate d’uranyle montrait 

la présence d’entités de taille homogène et bien séparées, mais moins distinctes que ce qui 

pouvait être attendu pour une structure macromoléculaire dense (PONE, figure 7A et B). A 

l’aide de programmes informatiques de traitement d’images, des vues représentant la 

moyenne de l’ensemble des images après pré-centrage (PONE, figure 7C) ou pré-centrage et 

alignement rotationnel d’un sous-ensemble d’images de forme hélicoïdale (PONE, figure 7D) 

étaient produites. Dans tous les cas, ces analyses concordaient à établir l’image d’une 

particule en forme d’hélice, compatible avec une organisation en domaines flexibles 

disposés autour d’un noyau central annulaire conservé. Les domaines périphériques, après 

moyennage des images, apparaissent comme un large anneau dont l’intensité est inférieure 

au noyau central (PONE, figure 7C, D, E).  
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3. Article  

Assembly of the Novel Five-Component Apicomplexan Multi-Aminoacyl-tRNA 

Synthetase Complex Is Driven by the Hybrid Scaffold Protein Tg-p43. PLoS ONE. 

2014;9(2):e89487. 
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Figure S1. Generation and confirmation of p43KO in RHΔKu80 and PruΔKu80 strains. (A) Schematic of the 
Tg-p43 locus (not drawn to scale). Double homologous recombination between the knockout construct and 
genomic DNA replaces p43 with the muted DHFR gene, which was used for positive selection. Primers used 
to confirm a knockout are shown (F1, OL1F, OL1R, R1, F9, R9). (B) After transfection of T. gondii in RHΔKu80 
or PruΔKu80 strains with the p43KO fragment, parasites were cloned by limiting dilution, and genomic DNA 
was isolated. This genomic DNA was then used as template in a PCR reaction to amplify the p43 locus (F1 
and R1 amplify a 6.9 kb fragment in knockout strains and a 9.3 kb fragment in non-mutant strains; F9 and 
R9 amplify a 1.1 kb fragment only in non-mutant strains). Two bands that are only present in a successful 
knockout were also amplified (F1 and OL1R amplifies a 2.1 kb fragment; OL1F and R1 amplifies a 2.0 kb 
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III. Résultats additionnels 

Les tests de comparaison de moyennes et de comparaison des courbes de survie (test de 

Mantel-Cox) et les graphiques correspondants ont été réalisés à l’aide de GraphPad Prism 

version 6.00 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA, 

www.graphpad.com.  

http://www.graphpad.com/
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1. Caractérisation des souches présentant une délétion de Tg-p43 

a) Expérimentations in vitro  

 

Figure additionnelle 1. Effets du maintien en conditions extracellulaires sur le nombre 
de parasites viables et fonctionnels 

Comparaison des souches Tg-p43 issue de la première transfection (A) et de la deuxième 

transfection (B) avec leurs souches parentales respectives RHKu80 et RHKu80-YRS-HA-FLAG. 
Après pré-traitement, de l’ordre de 100 parasites ont été inoculés dans chaque boîte. Une 
plage de lyse observée après 8 à 10 jours est réputée découler du développement d’un unique 
parasite initial. Le nombre de plages de lyses traduit donc le nombre de parasites capables de 
mener à terme un cycle complet d’invasion, croissance et lyse cellulaire. Les valeurs sont 
ramenées à 100 plages de lyses obtenues sans prétraitement.  
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b) Expérimentations in vivo 

 

Figure additionnelle 2. Evaluation in vivo de la virulence des souches Tg-p43 

La virulence des souches de type I RHΔKu80Δp43 (A) et type II PruΔKu80Δp43 (B) ont été 
comparées aux souches parentales RHΔKu80 et PruΔKu80, respectivement, chez la souris Swiss. 
Les courbes de survie ont été tracées après inoculations intrapéritonéales de 10

2
 ou 10

6
 

tachyzoïtes de type I et de type II (doses létales), respectivement. Effectifs de souris : 3 pour 

PruKu80Tg-p43. 2 pour les autres conditions. 
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Figure additionnelle 3. Evaluation in vivo de la kystogénèse de la souche PruKu80Tg-
p43 

A : Les kystes contenus dans les cerveaux ont été comptés au microscope 9 semaines après 
inoculation intrapéritonéale de 105 parasites. Une souris est morte de l’infection aiguë. Une 
sérologie a été réalisée chez toutes les souris vivantes afin de vérifier qu’elles avaient bien 
développé une infection. B : Aucune différence significative du nombre de kystes par cerveau 
n’a été mise en évidence entre les deux souches. 
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2. Immunomarquage de rQRS 

 

Figure additionnelle 4. Vérification de la spécificité de l’antisérum dirigé contre rQRS 

Un lysat de parasite RHKu80 et un éluat d’immunopurification contenant le complexe TgMARS 
ont été soumis à SDS-PAGE, puis transférés sur membrane de fluorure de polyvinylidène 
(Immobilon-P; Millipore). Une dilution 1/4000 de l’antisérum a été appliquée sur la membrane 
avant marquage secondaire par un anticorps anti-souris conjugué à une phosphatase 
(Promega). Le signal a été révélé à l’aide du réactif NBT-BCIP (Amresco). 

3. Complexe en souche de type II 

 

 
Figure additionnelle 5. Immunopurification du complexe via Tg-p43-HA-FLAG en 

souche de type II PruKu80  

A : Composition du complexe après purification d’affinité anti-FLAG. B : Distribution des 
espèces immunopurifiées selon leur poids moléculaire globulaire, après séparation par 
chromatographie d’exclusion-diffusion. 
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IV. Discussion  

1. Tg-p43 : une protéine d’architecture, mais pas une cytokine 

Les premiers résultats obtenus par immunofluorescence nous ont montré que le domaine 

EMAP II-like de Tg-p43 n’était pas clivé, et que cette protéine ne pouvait pas jouer un rôle de 

cytokine sécrétée, différant en cela de son homologue chez les Eucaryotes supérieurs. Par 

ailleurs, l’immunopurification de Tg-p43-HA-FLAG n’a jamais permis de copurifier la protéine 

TgAGO, ce qui est un argument à l’encontre des hypothèses initialement formulées autour 

d’une possible contribution de Tg-p43 aux mécanismes d’ARN interférence du parasite. 

Par contre, le rôle de Tg-p43 dans la formation du complexe TgMARS est confirmé dans 

différentes souches de parasites, avec une interaction directe démontrée avec plusieurs 

aaRS. Sur le plan structural, Tg-p43 se distingue par son organisation hybride (fusion des 

équivalents p18 et p43 humains) avec un domaine GST situé en région N-terminale de la 

protéine. En cela, Tg-p43 est structurellement très proche de la protéine de levure Arc1p. 

2. Composition chez T. gondii : une nouvelle pierre à l’édifice de la 

connaissance du complexe MARS 

Ce travail fournit pour la première fois la preuve de l’existence et la composition du 

complexe MARS d’un parasite du phylum Apicomplexe. Les expériences de biochimie 

conventionnelle et d’affinité nous permettent d’affirmer avec un bon niveau de certitude 

que le TgMARS se compose de Tg-p43, MRS, QRS, ERS et YRS. Mais afin de déterminer les 

implications de ces données, il est nécessaire de résumer les connaissances actuelles 

concernant les différents complexes MARS à ce jour caractérisés. 

a) Quelques complexes équivalents chez les Procaryotes 

Chez les Procaryotes, les complexes MARS sont habituellement considérés comme 

inexistants, notamment en raison de l’absence d’extensions typiques des aaRS eucaryotes, 

impliquées dans les interactions protéines-protéines. Chez les bactéries sont uniquement 

retrouvées des associations binaires entre une aaRS et un partenaire non aaRS (211). Chez 

les Archées, certaines associations semblent cependant préfigurer l’évolution vers le 

complexe MARS de type eucaryote. Ainsi, l’interactome de la protéine Mj1338 de 

Methanocaldococcus jannaschii, une protéine supposément impliquée dans le métabolisme 
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monocarboné et qui possède une affinité pour l’ARNt, comprend la Prolyl-, la Lysyl- et 

l’Aspartyl-RS, mais chacune de ces interactions a été démontrée indépendamment, si bien 

que l’existence du complexe reste encore hypothétique. Au contraire, chez 

Methanothermobacter thermautotrophicus, un complexe pouvant être considéré comme un 

MARS a été identifié par criblage en double hybride d’une bibliothèque d’ADNc. Les aaRS 

associées sont la Prolyl-RS, la Lysyl-RS, et la Leucyl-RS (212). En l’absence d’homologue des 

protéines d’architecture, il semble que la Leucyl-RS joue le rôle d’élément central 

permettant l’assemblage, avec des interactions localisées à ses deux extrémités (213). Enfin, 

un autre complexe associant l’Arginyl-RS au type méthanogène (une version spécifique de 

quelques espèces d’Archées) de la Séryl-RS a été plus récemment révélé (214). 

b) Quelles aaRS dans les complexes MARS des Eucaryotes ? 

Chez les Eucaryotes, deux assemblages supramoléculaires stables impliquant des aaRS ont 

été décrits : le complexe VEGA (Valyl-RS / Elongation factor 1 / Guanine exchange factors 

Assembly) et le complexe MARS. Le premier associe une seule aaRS, la Valyl-RS, aux quatre 

sous-unités du facteur d’élongation de la traduction EF1. Sa fonction supposée serait une 

coordination entre la fonction d’aminoacylation et l’assemblage du complexe 

EF1α•GTP•Val-ARNtVal nécessaire à la translocation de l’acide aminé chargé de l’aaRS vers le 

ribosome (215). 

Le complexe MARS regroupe quant à lui plusieurs aaRS, associées à une ou plusieurs 

protéines non enzymatiques. Celui qui comporte le plus de sous-unités est retrouvé chez les 

Eucaryotes supérieurs. Isolé pour la première fois en 1971 à partir d’hépatocytes de rat, sa 

composition fut progressivement élucidée chez différents mammifères (lapin, mouton, 

hamster) par la combinaison de méthodes chromatographiques (permettant l’isolement du 

complexe) et enzymatiques (permettant de déterminer les spécificités d’aminoacylation 

exercées par chaque composant ou sous-ensemble) (216,217). Depuis les années 1980, on 

sait que, des Arthropodes aux Vertébrés, le MARS associe neuf activités d’aminoacylation 

portées par des aaRS de classes I (Lysyl-, Méthionyl-, Arginyl-, Leucyl-, Glutamyl-, Isoleucyl-

RS) et II (Aspartyl-, Glutaminyl-, Prolyl-RS). Initialement identifiée chez la Drosophile, une 

même protéine bimodale associe les activités Glutamyl-RS et Prolyl-RS, ramenant le nombre 

de composants enzymatiques à huit (218), en plus des trois AIMP (186). L’universalité de 

cette composition, des arthropodes aux mammifères et potentiellement à l’ensemble des 
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métazoaires (219) a été remise en cause en 2011 par la caractérisation du complexe de 

Caenorhabditis elegans. L’immunoprécipitation de la Méthionyl-RS chez ce nématode fournit 

en effet une composition sensiblement différente de celle qui semblait faire consensus 

jusqu’alors chez les Eucaryotes dits supérieurs : p18 et p43 sont absentes, p38 est associée à 

seulement huit des neuf aaRS décrites chez l’homme (220). La Prolyl-RS est absente – et par 

conséquent, Prolyl-RS et Glutamyl-RS ne sont pas fusionnées – et l’Asparaginyl-RS est 

remplacée par la Valyl-RS (qui chez l’homme est retrouvée dans le complexe VEGA).  

Parallèlement aux assemblages découverts chez les organismes pluricellulaires, le complexe 

MARS de la levure Saccharomyces cerevisiae (ScMARS) a été intensément étudié. Il 

s’organise autour d’une protéine non catalytique Arc1p (aminoacyl-tRNA synthetase co-

factor 1 protein) associée à deux aaRS de classe I, la Méthionyl- et la Glutamyl-RS (221). En 

raison de fortes homologies dans leurs parties C-terminales contenant un domaine EMAP II-

like, Arc1p est considérée comme l’analogue chez cette levure de la protéine p43 des 

Eucaryotes supérieurs (191). 

c) Positionnement évolutif du complexe MARS de T. gondii  

Le complexe MARS que nous avons identifié chez T. gondii présente une composition 

singulière. D’une part, TgMARS apparaît plus évolué que chez les Procaryotes et chez les 

Eucaryotes unicellulaires comme S. cerevisiae. Il possède en effet deux fois plus d’aaRS que 

le ScMARS, ainsi qu’une véritable protéine d’architecture dédiée, alors que chez 

M. thermautotrophicus le rôle d’élément central permettant l’assemblage est joué par la 

Leucyl-RS (203). D’autre part, le nombre restreint d’aaRS et d’AIMP tranche avec celui 

retrouvé chez les Eucaryotes supérieurs. Le nombre restreint d’AIMP est compensé par la 

fusion au sein de Tg-p43 des équivalents de la p43 et de la p18 humaines. Il faut cependant 

noter l’absence d’un homologue de p38 chez T. gondii, alors que cette AIMP est essentielle 

chez les Métazoaires pour l’assemblage du complexe. L’immuno-purification de versions 

tronquées de p38 a en effet montré que sa partie N-terminale véhicule l’attachement de la 

Glutamyl-RS, l’Arginyl-RS et p43. De la même manière, la partie C-terminale de p38 se lie aux 

autres aaRS, directement ou indirectement (y compris à p38 elle-même pour s’homo-

dimériser), tandis que la Lysyl-RS semble interagir avec les deux domaines (222).  

L’absence de l’aaRS fusionnée EPRS et le nombre restreint d’AIMP pourraient sembler 

rapprocher le complexe TgMARS de celui de C. elegans (CeMARS). Cependant, selon 
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l’hypothèse d’Havrylenko et al., la fusion des gènes de ces deux aaRS aurait eu lieu avant la 

diversification des Bilatériens, et certaines évolutions, notamment la fission d’EPRS, seraient 

postérieures à la différenciation radiale des Bilatériens en Protostomes (parmi lesquels sont 

classés les Nématodes et les Arthropodes) et Deutérostomes (Figure 11) (220). De plus, la 

présence dans l’enzyme MRS d’un domaine C-terminal homologue au domaine EMAP II est 

interprétée comme une fusion entre p43 et MRS. Le complexe du nématode, avec ses huit 

aaRS et l’équivalent de deux AIMP, apparaît par conséquent et logiquement plus proche de 

celui des autres Bilatériens. Quant au TgMARS, ses caractéristiques (nombre restreint de 

sous-unités, AIMP unique associant domaine GST et EMAP II) le rapprochent plutôt du 

complexe fongique. 

De manière frappante, MRS et ERS sont retrouvées dans tous les complexes MARS ; le 

ScMARS semble ainsi constituer le noyau minimum autour duquel ont pu évoluer les 

complexes dans d’autres branches des Eucaryotes (Figure 11). Le fait que les aaRS 

assemblées chez S. cerevisiae et T. gondii appartiennent toutes à la classe 1 suggère que les 

caractéristiques inhérentes à cette classe ont pu induire la nécessité de l’assemblage. On 

constate d’ailleurs que, dans les complexes plus élaborés, une majorité des sous-unités 

enzymatiques sont des aaRS de classe I. 

TgMARS pourrait ainsi être considéré comme une évolution intermédiaire du complexe, 

entre la version fongique minimaliste et les complexes des métazoaires. Cependant, 

T. gondii affiche une grande « innovation » sur le plan qualitatif : l’association, constatée 

pour la première fois, de la Tyrosyl-RS à un complexe MARS. Il semble donc que le complexe 

MARS ait évolué de manière autonome au sein des Alvéolés, et potentiellement de manière 

spécifique à T. gondii. Très récemment, une approche par ARN interférence systématique 

des aaRS cytosoliques et mitochondriales de Trypanosoma brucei a permis de dessiner les 

contours du complexe MARS chez ce protozoaire. Détecté dans les deux stades (procyclique 

et sanguin), il associe au moins six aaRS (Méthionyl-, Prolyl-, Glutaminyl-, Alanyl-, 

Tryptophanyl- et Aspartyl-RS) et trois protéines accessoires (nommées MARS complex-

associated protein (MCP) 1, 2 et 3). D’autres aaRS étaient retrouvées associées (Cystéinyl-, 

Glutamyl-, Isoleucyl- et Glycyl-RS), mais avec un degré de certitude moindre (223). Ces 

récentes données semblent confirmer une faible conservation du complexe MARS à travers 

l’évolution. Les divergences évolutives pourraient même être importantes au sein même du 

phylum Apicomplexa. L’étude bio-informatique menée par Bhatt et al. en 2009 
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Figure 11. Composition des complexe MARS connus chez les Eucaryotes 
Protéines d’architecture figurées en vert ; aaRS de classe I en bleu ; aaRS de classe II en rouge. 
Éléments entre parenthèses : association possible mais non prouvée. Inspiré de (220). 
This research was originally published in The Journal of biological chemistry. Havrylenko S, Legouis R, 
Negrutskii B, Mirande M. Caenorhabditis elegans evolves a new architecture for the multi-aminoacyl-tRNA 
synthetase complex. J. Biol. Chem. 2011; 286: 28476–28487. © The American Society for Biochemistry and 
Molecular Biology. 

 
retrouve une protéine homologue de p43 présentant 24 % d’identité de séquence avec la 

version humaine (203), mais l’existence d’un MARS plasmodial n’est pas prouvée à l’heure 
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actuelle, et l’étude comparative des Tyrosyl-RS des deux parasites montre qu’ils peuvent 

présenter des différences radicales en termes de structure et de mobilisation subcellulaire. 

d) Combien de sous-unités ? 

Chez les Eucaryotes supérieurs, la détermination des rapports stœchiométriques du 

complexe a été évaluée à plusieurs reprises, par densitométrie des bandes d’électrophorèse 

en gel de polyacrylamide (PAGE) après dissociation du complexe préalablement purifié, ou 

par titrage des activités enzymatiques associées au MARS (224). Si l’on considère aujourd’hui 

que les composants du MARS se trouvent à l’état soit de monomères, soit de dimères, la 

stœchiométrie et le nombre total de composants reste imprécis, notamment en raison d’une 

forte sensibilité à la protéolyse. Une image claire de la topographie interne du complexe 

MARS n’est donc toujours pas atteinte et attend de nouvelles études fonctionnelles et 

structurales (225). Chez T. gondii, la composition quantitative du complexe reste à préciser, 

car nous nous heurtons à une nette variabilité de composition et d’abondances relatives 

selon la sous-unité utilisée comme appât pour la purification. Si l’on se réfère au 

comportement « classique » des aaRS chez d’autres organismes, MRS et YRS pourraient être 

présentes dans le complexe sous forme dimérique. D’après nos résultats, Tg-p43 présente 

une tendance à l’oligomérisation en solution, et possiblement au sein du complexe, ce qui 

pourrait favoriser l’arrimage de ses quatre partenaires. On peut dès lors évoquer une 

composition théorique basée sur ces trois protéines sous forme dimérique, associées à ERS 

et QRS monomériques. La forte hétérogénéité de composition et de structure, observée par 

méthodes hydrodynamiques et par microscopie électronique (ME), semble confirmer les 

problèmes de stabilité historiquement décrits dans d’autre complexes MARS (216). 

L’immunoprécipitation du complexe après renforcement des liaisons inter-protéiques 

(crosslinking) par des agents de réticulation (crosslinking agents) (226) avait alors permis de 

contourner cet écueil, et cette stratégie pourrait également être appliquée à TgMARS, car 

nous ne pouvons pas complètement exclure que le complexe que nous avons isolé puisse 

être incomplet. 
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3. Organisation du complexe 

a) Organisation tridimensionnelle et sous-complexes 

De manière similaire à ce qui a permis de préciser progressivement l’organisation 

tridimensionnelle du complexe MARS chez les Eucaryotes supérieurs, nous avons tenté de 

préciser l’organisation du complexe TgMARS en utilisant la ME à transmission. Nos travaux 

ont dans un premier temps été contrariés par l’hétérogénéité intrinsèque du complexe 

lorsqu’il était purifié via Tg-p43 ou MRS. Finalement, une plus grande homogénéité obtenue 

par l’immunopurification d’YRS a permis d’observer un TgMARS suffisamment stable. 

Chez les Mammifères, après quelques tentatives ramenant des images contradictoires en 

formes d’haltères ou au contraire de particules amorphes, Norcum avait publié en 1989 les 

images d’un assemblage reproduit dans diverses conditions en forme de U, de Y ou de 

coupe, parfois disposé en anneau (227). Sa dissociation à l’aide de détergents chaotropiques 

(228), puis l’utilisation d’agents de réticulation réversibles combinés à une méthode 

d’électrophorèse bidimensionnelle (229), avaient conduit à la description de modèles à deux 

puis trois sous-complexes, compatibles avec la structure en U. Le traitement informatique 

des images de microscopie électronique confirma ensuite le modèle en U et à trois domaines 

(230), puis révéla une structure triangulaire asymétrique positionnée autour d’un sillon 

central profond (231), de multiples « fenêtres » et une p43 en position centrale (232) (Figure 

12, A et B). Nos observations montrent un TgMARS fondamentalement éloigné de ces 

descriptions, en raison de sa relative simplicité et de l’absence de sous-domaines clairement 

objectivables. L’analyse informatique d’une sous-fraction des images suggère une 

disposition selon une structure centrale annulaire entourée de domaines flexibles, mais ces 

observations n’ont pas permis de définir une structure tridimensionnelle aussi précisément 

que pour les MARS des Eucaryotes supérieurs. Cependant, la ME ne semble pas être une 

méthode absolue de détermination de l’organisation du complexe, puisque de récentes 

études par l’ARN interférence des AIMP combinée à des purifications d’affinité en tandem 

des assemblages obtenus in cellulo, ont montré de manière robuste une organisation du 

MARS en deux sous-complexes portés par des dimères de p18 et p43, reliés par interaction 

avec un dimère de p38 (233) (Figure 12 C et D). 

Il ressort au minimum des données obtenues par notre travail (faible nombre de sous-unités, 

présence d’une seule AIMP, interactions directes prouvées entre Tg-p43 et trois de ses 
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partenaires) que le complexe de T. gondii n’est pas organisé en sous-domaines mais autour 

de Tg-p43 qui joue un rôle d’ancrage. Ces données sont également trop limitées pour tenter 

de faire coïncider une hypothétique stœchiométrie avec le modèle fourni par le traitement 

des images de ME. Le positionnement interne de certains composants pourrait être précisé 

par immunomicroscopie électronique, cette technique ayant par la passé permis de localiser 

l’aaRS bifonctionnelle EPRS à la jonction entre la base et un des bras de la structure du 

complexe MARS mammifère (234). 

 

Figure 12.Différents modèles bi- et tridimensionnels proposés pour représenter le 
complexe MARS des Eucaryotes supérieurs 
A : modèle tridimensionnel montrant un arrangement possible des protéines selon (229) ; B : 
reconstruction tridimensionnelle du complexe selon (235), [A et B d’après (236)]; C : modèle 
bidimensionnel à 2 sous-domaines déterminés selon les sites d’ancrage à p38 (QRS, RRS et p43 
liés à l’extrémité N-terminale de p38, les autres composants liés à l’extrémité C-terminale) ne 
reflétant pas forcément les positions relatives dans la structure tridimensionnelle, d’après 
(237); D : carte des connexions au sein du complexe, déduites par knock-down des AIMP, 
d’après (233). 
C: Reprinted from Biochemical and Biophysical Research Communications, 303 Han JM, Kim JY, Kim S. Molecular 

network and functional implications of macromolecular tRNA synthetase complex. 985-993, Copyright (2003), with 
permission from Elsevier. 
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b) Taille, homogénéité 

L’observation microscopique de structures flexibles et spatialement bien séparées fournit 

cependant des informations intéressantes : cette hétérogénéité explique le poids 

moléculaire apparent du complexe anormalement élevé (rayon hydrodynamique plus élevé 

qu’attendu pour une structure globulaire compacte). En effet, le poids moléculaire du 

TgMARS théorique évoqué ci-dessus (constitué de 8 sous-unités) serait d’environ 600 kDa, 

ce qui contraste avec le poids moléculaire globulaire observé par SEC (aux alentours de 1 

MDa). 

La nature non globulaire mais partiellement relâchée du TgMARS est cohérente avec des 

observations très récentes. En effet, l’analyse du MARS des Eucaryotes supérieurs par SEC 

conduit à attribuer une masse moléculaire apparente de l’ordre de 1,5 MDa, ce qui est 

confirmé par des mesures spectroscopiques (par MALS, multi-angle laser light scattering). 

Un volume approximatif de 1,8 Å3 lui est par ailleurs attribué, ce qui en fait le plus gros 

assemblage supramoléculaire impliqué dans la traduction (taille supérieure aux sous-unités 

ribosomales) (225). Cependant, l’utilisation de techniques de diffusion des rayons X (SAXS, 

small angle X-ray scattering) permettant d’obtenir des informations sur la structure du 

complexe en solution, combinée à des techniques hydrodynamiques (diffusion dynamique 

de lumière, vitesse et équilibre de sédimentation renseignant sur la taille, la distribution en 

solution et la masse du complexe) plaide pour un complexe significativement plus allongé 

que sphérique (225). Ces résultats, qui viennent contredire les modèles tridimensionnels 

précédemment établis, remettent quelque peu en cause la fidélité de ces derniers, et 

soulèvent l’hypothèse d’une altération possible du complexe lors de la préparation des 

échantillons. Comme nos données microscopiques et chromatographiques présentent 

apparemment la même discordance, nous pouvons faire l’hypothèse, de manière analogue, 

que la flexibilité de certaines sous-unités ou domaines moléculaires périphériques de notre 

complexe favorise l’accès des ARNt ou d’autres partenaires (facteurs d’élongations EF1, 

notamment) aux aaRS du complexe. Par ailleurs, Koehler et al. ont également très 

récemment mis en évidence que la liaison des ARNt aux aaRS liées à Arc1p induisait un 

compactage radical du complexe fongique (238) ; la caractérisation de TgMARS en présence 

des ARNt correspondants pourrait ainsi nous fournir de plus amples informations sur 

l’organisation du complexe.  
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4. Interactions protéines-protéines : rôles des domaines conservés 

et questions sans réponses 

L’étude des interactions inter-protéiques, par des méthodes de double hybride permettant 

de cribler les interactions protéiques deux à deux, a montré que les AIMP sont les principaux 

facteurs régissant l’assemblage des complexe MARS, secondées par l’association directe 

entre aaRS (239). Nos travaux montrent de manière similaire une interaction directe de Tg-

p43 avec au moins deux aaRS toxoplasmiques, MRS et YRS. Une interaction directe de Tg-

p43 avec ses quatre partenaires est-elle cependant possible ? Des sites distincts de p38 

permettent son interaction directe avec 5 aaRS et p43 (comme démontré par troncation 

progressive de l’extrémité C-terminale de cette AIMP (240)), ce qui rend cette hypothèse 

plausible pour Tg-p43. Pour l’heure, nous ne l’avons pas complètement établi, car si QRS 

nécessite Tg-p43 pour être retrouvée au sein des fractions de haut poids moléculaire 

comprenant le complexe intègre, nous ne pouvons pas exclure que QRS soit recrutée dans le 

MARS via ERS. Cette démonstration nécessiterait d’immunopurifier QRS en souche Tg-p43, 

à l’aide d’anticorps anti-rQRS. Cette manipulation est envisageable, et requiert la fixation 

covalente des anticorps contenus dans notre antisérum à une résine pour chromatographie 

d’affinité. L’interactome de QRS pourrait ensuite être déterminé de la même manière que 

pour Tg-p43, MRS et YRS, mais avec l’avantage d’utiliser une protéine native. 

En dépit des différences concernant le nombre et la disposition relative des composants des 

MARS dans différents branches de l’évolution, certaines caractéristiques communes 

suggèrent qu’ils partagent un même mécanisme d’assemblage, basé sur des interactions 

entre domaines homologues. Les séquences des aaRS et des AIMP partagent effectivement 

plusieurs domaines conservés au cours de l’évolution, situés généralement au sein des 

extensions N- ou C-terminales de ces protéines (168) (Figure 9).  

Nous avons montré que le motif GST N-terminal de Tg-p43 suffit à l’assemblage du 

complexe, suggérant fortement l’intervention de ce motif chez T. gondii, comme dans la 

plupart des MARS actuellement connus. Le fondement moléculaire à la base des interactions 

dues aux domaines GST a été décrit dans le complexe tri-protéique de S. cerevisiae. Une 

série d’études structurales et biochimiques a montré que le domaine GST situé en position 

N-terminale de la protéine Arc1p est seul responsable de l’association avec ses deux 

partenaires (241). Ce motif apparaît par ailleurs fréquemment dans les protéines associées à 
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la traduction (186). Toutes les aaRS humaines portant un domaine GST sont d’ailleurs 

associées en complexe (MARS, VEGA, ou association binaire eEF1γ•Cystéinyl-RS) (242). On 

retrouve ainsi le domaine GST comme lien entre p18 et l’extrémité N-terminale de la 

Méthionyl-RS (243), ce qui permet son arrimage au sous-complexe I (244). Une autre 

interface du même domaine dans p18 est mise en jeu pour interagir avec un effecteur de 

fonctions non canoniques, ATM. La suppression du domaine dans p38 entraîne également la 

dissociation de la Méthionyl-RS et d’EPRS, montrant le rôle du GST dans les interactions 

centrales de p38 (222). Le domaine GST est donc un moyen majeur d’interactions, conservé 

des levures aux Mammifères en passant désormais par les Apicomplexes, mais qui semble 

absent chez les Procaryotes (168). De manière intéressante, il a montré que les interfaces de 

dimérisation d’Arc1p avec ses deux partenaires sont fournies par des sites indépendants du 

même motif GST : l’une des aaRS se lie à Arc1p par une interface classique 

d’homodimérisation, tandis que l’autre interface n’était pas connue jusque-là (245). Par 

analogie, il est possible que Tg-p43 interagisse via des interfaces distinctes de GST avec MRS, 

QRS, et ERS.  

D’autres domaines sont connus pour leurs interactions dans le cadre du complexe MARS. Le 

motif Leucine Zipper permet l’interaction entre les AIMP p38 et p43 (246), ainsi que 

l’attachement de l’Arginyl-RS au MARS des Eucaryotes supérieurs, chacune disposant de ce 

motif en position N-terminale. Ce motif hélicoïde contient une leucine tous les 7 résidus, 

formant une crête hydrophobe capable de s’intriquer avec son homologue, pour former une 

structure surenroulée, à l’image d’une fermeture à glissière (zipper). Cependant, ce motif n’a 

pas été retrouvé par bio-informatique dans les composants de TgMARS. Le domaine WHEP 

n’a pas non plus été prédit dans la structure d’ERS, alors qu’il en existe trois répétitions dans 

la séquence non catalytique espaçant les deux aaRS associées au sein de l’enzyme 

bifonctionnelle EPRS, retrouvée chez les métazoaires, des Cnidaires aux Mammifères (247). 

Le motif de type hélice-tour-hélice (HTH) contenu dans ce domaine (248) présente une 

capacité de liaison à l’ARNt mais permet aussi la fixation de l’Aspartyl-RS (249), voire de p38 

(233), au MARS. L’absence de ce dernier domaine est un élément de plus rapprochant les 

aaRS toxoplasmiques de celles de la levure S. cerevisiae (250). 

Le domaine GST semble donc être l’unique base moléculaire de l’assemblage du complexe 

MARS chez T. gondii. Cependant, la présence d’YRS pose un défi de plus dans la 

compréhension de son interaction avec le complexe, car il est prédit que cette protéine est 
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dépourvue de domaine GST (PONE, Figure 8). Les analyses hydrodynamiques du complexe 

par SEC ont conduit à retrouver YRS uniquement dans les fractions de haut poids 

moléculaire, et en relative faible abondance, suggérant que cette aaRS est moins solidement 

fixée au TgMARS que ses partenaires. En effet, dans les fractions SEC de plus faible poids 

moléculaire coexistent probablement des assemblages incomplets et des homo-oligomères 

des sous-unités du complexe. L’absence d’YRS de ces fractions suggère que son arrimage 

nécessite des interactions multiples, à l’image de l’interaction p38•Glutaminyl-RS eucaryote, 

intrinsèquement faible mais renforcée par le préalable arrimage de p43 et de l’Arginyl-RS à 

la Glutaminyl-RS (251). Des interactions « latérales » entre aaRS sont donc mises en jeu, en 

plus des interactions dépendantes des AIMP. L’hypothèse d’un tel mode de fixation pour YRS 

serait cohérente avec l’absence de domaine GST dans sa structure. D’autres mécanismes 

d’interactions n’impliquant pas de motifs conservés peuvent également être avancés. Ainsi, 

l’étude du cristal de la Lysyl-RS a suggéré que sa structure doublement dimérique en 

solution joue un rôle dans son association au MARS, en créant une nouvelle interface 

reconnue par p38, permettant la formation d’une structure finale hétérotétramérique (deux 

sous-unités de p38 et deux de Lysyl-RS) (252). 

5. Rôle du complexe TgMARS 

Les différences entre TgMARS et les complexes des Eucaryotes supérieurs ne sont pas 

uniquement structurales, mais aussi fonctionnelles, comme en témoignent les expériences 

de suppression de Tg-p43 entraînant la désagrégation du complexe. Dans un premier temps, 

nous pensions avoir détecté une altération phénotypique, mais qui s’est révélée être un 

artéfact. Tg-p43 n’est pas indispensable à la survie du parasite, et son absence n’altère ni ses 

capacités de propagation in vitro, ni ses facultés à induire une maladie aiguë et/ou chronique 

chez la souris Swiss. Les effectifs utilisés ici pour établir le maintien de la virulence en 

modèle murin sont certes faibles, mais probablement suffisants pour détecter une altération 

majeure. Le contraste est marqué avec la souris, chez qui la suppression de p38 (AIMP 

garante du maintien du MARS) est létale après quelques jours de vie sans toutefois 

empêcher le développement embryonnaire (222). Chez C. elegans, la suppression de MRS 

entraîne une baisse de fertilité et une létalité embryonnaire dépendante de son domaine 

EMAP II-like C-terminal assimilé à p43 (220). Cependant, les autres expériences de délétions 

de gènes codant les protéines d’architecture des MARS n’entraînent pas des conséquences 
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aussi radicales. La suppression de l’expression de p38 en cellules humaines (HeLa) entraîne 

un retard de croissance (par diminution de la synthèse protéique) sans l’inhiber totalement 

(253). Par ailleurs, la délétion d’Arc1p chez S. cerevisiae n’est pas létale (hormis en cas de 

délétion conjointe du gène Los1 qui est responsable du transport des ARNt matures du 

noyau vers le cytosol) mais diminue sa vitesse de croissance (221). Chez T. brucei, la 

suppression de MCP2 entraîne une perte de valeur sélective in vitro (croissance ralentie) et 

in vivo (infection murine retardée) (223). Le rôle du MARS semble ainsi déterminant chez les 

organismes pluricellulaires, mais moins indispensable à la viabilité de cellules isolées ou des 

unicellulaires. Nos résultats viennent s’inscrire dans ces constatations, mais il apparaît que 

l’effet semble encore moindre chez T. gondii, comparé aux autres unicellulaires étudiés. 

Comme chez les autres organismes, le rôle exact du complexe et les raisons d’élection de 

certaines aaRS pour le composer restent donc controversées, et plusieurs théories ont été 

émises concernant la fonction de ces assemblages protéiques. 

L’association à des protéines non enzymatiques augmente l’activité catalytique de plusieurs 

aaRS par l’apport de domaines non spécifiques de liaison à l’ARNt (254), comme montré 

chez M. thermautotrophicus avec la Leucyl-R, la Séryl-RS et EF1α (211) (214), chez S. 

cerevisiae, avec Arc1p et ses deux partenaires (221,255), ou encore chez les Eucaryotes 

supérieurs avec p43 (256) (action dépendante du domaine EMAP II chez ces deux derniers 

organismes (256–258)). L’étude tridimensionnelle du complexe par Wolfe et al. en 2005 

retrouvait p43 à proximité des sites de fixation des ARNt portés par les aaRS, ce qui est un 

argument supplémentaire pour un fonctionnement du MARS comme machine 

d’aminoacylation (236). La présence dans TgMARS d’aaRS dépourvues de domaines 

additionnels de liaison à l’ARN (QRS, ERS et YRS, PONE, figure 8) plaide en faveur d’une 

potentialisation de la réaction par l’adjonction du domaine EMAP II de Tg-p43. Cette 

hypothèse pourrait être testée chez T. gondii par la mesure des activités enzymatiques des 

trois aaRS en présence ou en l’absence de Tg-p43 ou de sa version tronquée.  

Cependant, cela n’expliquerait pas la présence de MRS, qui possède intrinsèquement un tel 

domaine. La récente étude du MARS de Trypanosoma brucei indique certes que la forme 

complexée de la Méthionyl-RS est plus active que sa forme libre, discordance accrue en 

présence de l’AIMP MCP2, mais cette aaRS est dépourvue de domaine additionnel de liaison 

à l’ARNt chez ce parasite (223). Une explication à la présence de MRS pourrait résider dans 
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l’amélioration de la stabilité des protéines composant le MARS. La suppression de p38 chez 

la souris entraîne en effet une diminution des niveaux protéiques de plusieurs aaRS 

(Isoleucyl-, Méthionyl- et Arginyl-RS) et des autres AIMP p18 et p43, consécutive à une 

moindre stabilité protéique (222). De manière semblable, l’interaction de p18 avec MRS (au 

sein du MARS) et avec eIF2γ stabilise ces deux protéines impliquées dans l’initiation de la 

traduction. Par ce biais, p18 sécuriserait ainsi d’une part la synthèse de l’aminoacyl-ARNti
Met, 

et d’autre part sa délivrance au complexe d’initiation (259,260). Ces éléments rejoignent 

l’hypothèse selon laquelle le complexe MARS servirait de navette pour l’ARNt chargé vers le 

ribosome, hypothèse compatible avec la présence de MRS dans TgMARS. 

Nous pouvons également noter qu’EF1α avait été copurifiée à une reprise avec Tg-p43, à 

partir de parasites au stade intracellulaire (données non montrées), mais ce résultat n’a pas 

pu être reproduit. EF1α a été retrouvée dans le complexe MARS de C. elegans (220), ainsi 

que chez M. thermautotrophicus (261). Comme suggéré pour le nématode, EF1 pourrait être 

un partenaire transitoire nécessaire lors du processus d’assemblage de TgMARS ou pour le 

transit des ARNt vers le ribosome. Le fait qu’il ait été identifié en parasites intracellulaires 

pourrait indiquer une implication traductionnelle du complexe en phase de croissance. Il 

n’est d’ailleurs pas exclu que l’on n’observe ici qu’une partie d’un complexe plus grand. La 

copurification de nombreuses molécules ribosomales avec le complexe de C. elegans (220), 

ainsi qu’avec une fraction du MARS humain (262), a déjà conduit à suggérer que la 

traduction des Eucaryotes pourrait être réalisée au sein d’une machine supramoléculaire et 

que MARS ne serait que le noyau d’un assemblage impliquant potentiellement toutes les 

aaRS. 

La présence au sein des AIMP de domaines accessoires ne semble cependant pas suffisante à 

justifier la nécessité d’un complexe, puisque ces domaines pourraient aussi bien être 

intégrés aux enzymes elles-mêmes, ce qui est le cas pour certaines d’entre elles. D’autres 

fonctions ont manifestement orienté l’évolution de ces protéines vers cette finalité, y 

compris chez T. gondii. Comme de nombreux autres complexes macromoléculaires (253), le 

MARS servirait de dépôt ou de réservoir pour les protéines le composant, qui seraient 

mobilisables pour l’accomplissement de leurs diverses fonctions non canoniques. En effet, 

les phosphorylations d’EPRS, de la Lysyl-RS et de p38 permettent leurs libérations, suivies 

respectivement de la formation du complexe GAIT (250,263), d’une translocation nucléaire 
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avec diminution de l’activité enzymatique canonique au profit de la synthèse d’Ap4A (264) 

(175), et d’une translocation nucléaire permettant le contrôle de la réponse apoptotique p53 

dépendante (200). L’organisation en complexe MARS permettrait donc le contrôle spatio-

temporel des fonctions extra-traductionnelles par libération ou séquestration des aaRS et 

des AIMP. Celles-ci ayant des rôles de régulation de phénomènes comme l’apoptose et 

l’inflammation, l’effet de la suppression du MARS serait logiquement plus important chez les 

pluricellulaires (220). La présence d’YRS dans le complexe peut être un argument en faveur 

de l’hypothèse d’une fonction non canonique de cette aaRS, qui serait régulée par le biais de 

son arrimage au complexe. L’analyse bio-informatique prédit que cette protéine est 

dépourvue de tout domaine additionnel, associant uniquement un domaine catalytique à 

une extension N-terminale de structure hautement désordonnée. Sauf à envisager 

l’existence de domaines conservés non détectés, nous ne pouvons exclure que la protéine 

identifiée comme YRS soit en réalité une aaRS-like protein, famille de molécules 

habituellement limitées à un domaine catalytique nucléotidyl-transférase et incapables 

d’aminoacyler un ARNt destiné à la synthèse protéique. Ces protéines sont considérées 

comme des duplications d’aaRS qui ont subi une spécialisation fonctionnelle leur permettant 

d’être impliquées dans la biosynthèse des acides aminés, le contrôle qualité de 

l’aminoacylation, ou d’autres processus parfois mal connus (265). Une autre hypothèse, par 

analogie avec ce qui a été montré chez P. falciparum, était la nature sécrétoire d’YRS. La 

sécrétion cytokinique de PfTyrRS dépend de la présence d’un motif ELR (commun à l’IL-8 et à 

PfYRS) dans la séquence de son domaine catalytique, car la mutation de ce motif abolit cette 

sécrétion (133). Le motif ELR est également présent dans la séquence protéique de l’YRS 

toxoplasmique. Ce motif n’est-il pas reconnu chez T. gondii par les processus de sécrétion, 

ou n’est-il pas exposé à la surface de la protéine ? Ou bien sa mise en action nécessite-t-elle 

un clivage C-terminal qui aurait « trompé » notre immunofluorescence et ne nous aurait pas 

permis de « suivre » la partie sécrétée N-terminale hors du parasite ? L’exploration plus 

détaillée des domaines nécessaires à son arrimage à Tg-p43 serait nécessaire pour répondre 

à ces questionnements. 

Enfin, la coopération d’Arc1p avec l’exportine Los1p impliquée dans le transport d’ARNt 

(221), et son caractère nécessaire au confinement cytoplasmique de ses aaRS partenaires 

ainsi que de certains ARNt (266), ont conduit à suggérer que le MARS pourrait servir à 
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canaliser directement les ARNt chargés depuis le noyau vers les ribosomes actifs. Alors qu’un 

complexe nucléaire a été retrouvé en cellules humaines (235), nous ne retrouvons pas les 

composants du TgMARS ailleurs que dans le cytoplasme. Avant d’exclure un tel mode 

d’intervention du TgMARS, il serait toutefois nécessaire de déterminer la localisation des 

partenaires de Tg-p43 en l’absence de Tg-p43. 

 

Le choix des aaRS et la fonction exacte de TgMARS restent donc un mystère, d’autant plus au 

regard du caractère non indispensable à la viabilité ou à la pathogénèse de Tg-p43. Le rôle 

de Tg-p43 dans le contrôle post-transcriptionnel de ce parasite unicellulaire doit être subtil, 

et il reste possible que la rupture du complexe soit délétère pour certains processus non 

explorés dans nos travaux, comme le phénomène d’interconversion de bradyzoïte en 

tachyzoïte. La vérification de l’infectiosité de kystes de parasites ΔTg-p43 est une perspective 

qui permettrait de répondre à ces interrogations.  
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Chapitre II : approche thérapeutique via le complexe MARS 

I. Introduction  

1. Contexte 

Comme exposé en introduction générale, les cibles actuellement utilisées en thérapeutique 

anti-toxoplasmique sont limitées et les médicaments présentent certains inconvénients 

majeurs. Le travail présenté en chapitre I constitue une base théorique à l’étude des 

composants du complexe TgMARS quant à leur potentialité thérapeutique. En parallèle de 

ce travail, l’équipe du Dr. Amit Sharma (ICGEB, New Delhi) s’intéressait aux relations 

structures-activité de certains inhibiteurs d’aaRS prometteurs en thérapeutique 

antipaludique (267). A. Sharma et coll. ont ainsi réalisé un criblage in silico par ancrage 

moléculaire (docking) statique de centaines de molécules disponibles sur le marché, vis à vis 

de la Glutaminyl-RS (QRS) de P. falciparum et de celle de T. gondii. Un panel de 40 composés 

sélectionnés pour leur interaction prédite avec TgQRS a alors pu être testé au sein de notre 

équipe. 

2. Justification de l’étude de QRS en tant que cible thérapeutique 

Comme montré précédemment, l’expression de Tg-p43 n’est pas indispensable à la viabilité 

ou la pathogénèse de T. gondii ; Tg-p43 n’a par conséquent pas été retenue comme une 

cible thérapeutique d’intérêt. Cependant, lors des tentatives d’étiquetage des aaRS du 

complexe TgMARS, nous avions constaté l’impossibilité d’obtenir des souches de 

toxoplasmes exprimant TgQRS modifiée en C-terminal. Cette donnée était interprétée 

comme une probable létalité de la modification de cette enzyme.  

Par ailleurs, même si peu de leurs inhibiteurs sont aujourd’hui utilisés, il est acquis que la 

famille des aaRS présente un potentiel certain de cible thérapeutique. La recherche de 

molécules inhibitrices anti-aaRS s’est essentiellement focalisée ces dernières années sur la 

thérapie anti-infectieuse. Cependant la frontière avec de la cancérothérapie est assez mince, 

comme le montre l’exemple de la borrélidine. Ce macrolide a surtout été étudié pour son 

large spectre anti-infectieux (antibactérien, antiviral, antifongique, antipaludique), mais 

s’avère également interférer efficacement avec la prolifération des cellules de leucémies 
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aiguës lymphoblastiques, en entraînant une accumulation d’ARNt et diverses conséquences 

bénéfiques (apoptose, arrêt du cycle cellulaire, différenciation) (268). 

a) Composés antibactériens 

La difficulté principale dans la mise au point de molécules anti-infectieuses réside dans la 

nécessité d’une action ciblant une aaRS du pathogène, sans affecter son équivalent humain. 

Initialement, la recherche d’applications anti-infectieuses des aaRS s’est concentrée sur le 

monde bactérien, en raison de la stagnation de l’offre de molécules antibactériennes, 

doublée de l’émergence et l’accentuation de résistances à la plupart des familles 

thérapeutiques. 

En raison des différences de séquences et de structures entres formes bactériennes et 

eucaryotes des aaRS, de nombreuses pistes ont été explorées depuis les années 1990 (166). 

Par ailleurs, les Procaryotes disposent généralement d’une seule aaRS pour chaque acide 

aminé, ce qui élimine les problèmes liés aux isotypes enzymatiques décrits chez les 

Eucaryotes. Ceux-ci contiennent en effet de légères variations dans leurs séquences, 

susceptibles de conférer une résistance d’un isotype à l’inhibiteur dessiné contre un autre 

isotype (269). A l’heure actuelle, la mupirocine est le seul inhibiteur anti-aaRS commercialisé 

en tant que médicament (270). Il s’agit d’un antibiotique naturel extrait de Pseudomonas 

fluorescens, qui est très largement utilisé par voie topique, notamment pour la 

décontamination du portage nasal de Staphylococcus aureus, y compris les isolats résistants 

à la méticilline. Découvert dans les années 1960 (271), sa cible a été élucidée dès 1978 : il 

agit par inhibition sélective et puissante de l’Isoleucyl-RS bactérienne (272). Plus récemment, 

l’apport de la cristallographie a permis d’approfondir la connaissance de son mécanisme 

d’action : étudiée chez Thermus thermophilus, la mupirocine est un analogue structural de 

l’Isoleucyl-AMP qui inhibe de manière compétitive la fixation de l’ATP et celle de l’acide 

aminé à cette aaRS (273) avec une sélectivité très élevée (index de 8000) (274).  

D’autres composés biosynthétiques ont été découverts depuis la mupirocine, certains 

ciblant la prolyl-RS et testés avec succès en modèle murin (atténuation de la virulence d’une 

infection par E. coli) (275). Parmi ceux qui associent activité antibactérienne et sélectivité de 

la cible bactérienne se trouve l’indolmycine (271), un inhibiteur de la Tryptophanyl-RS et 

candidat sérieux au traitement de l’ulcère gastro-duodénal à Helicobacter pylori. Les 

premières études ont montré une efficacité dans l’éradication de l’infection expérimentale 
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chez la gerbille (276). In vitro, l’indolmycine a été testée avec succès sur S. aureus, avec une 

activité maintenue sur des souches résistantes à la mupirocine ou l’acide fusidique (277). 

L’apparition de souches résistantes a été constatée, avec toutefois une perte significative de 

valeur sélective (fitness).  

b) Composés antiparasitaire et antifongiques 

Il est maintenant démontré que les aaRS peuvent constituer d’intéressantes cibles dans le 

domaine des infections dues aux pathogènes eucaryotes. Le domaine de relecture de la 

Leucyl-RS a été identifié comme la cible thérapeutique des molécules de la famille des 

benzoxaboroles, des dérivés borés au large spectre antifongique (278). Impulsée par l’OMS, 

la lutte contre les filarioses lymphatiques a permis de découvrir des molécules de la famille 

des tirandamycines, inhibiteurs de l’Asparaginyl-RS de la filaire Brugia malayi. Parmi celles-

ci, un composé qui s’est avéré filaricide de manière spectaculairement rapide (24 heures) 

avec une CE50 de 1 µM (279). Cette aaRS est une cible privilégiée, car fortement exprimée 

chez la femelle de B. malayi, et dotée d’une activité chimiotactique vis-à-vis des leucocytes, 

contribuant ainsi à la réponse inflammatoire chronique au cours de la maladie (280). 

D’autres molécules, dérivées semi-synthétiques de l’acide 3,5-dicafféoylquinique extrait de 

l’armoise chinoise Artemisia argyi, sont des inhibiteurs de la Leucyl-RS de Giardia intestinalis 

(281). Plusieurs composés isoprénoïdes d’origine végétale s’avèrent quant à eux actifs chez 

les Trypanosomatidés, et des études d’ancrage in silico a abouti à identifier la Méthionyl-RS 

de ces parasites comme l’une des cibles de monoterpénoïdes et sesquiterpénoïdes 

préalablement sélectionnés pour leur effet chez des espèces du genre Leishmania (282). 

Enfin, chez T. brucei, le parasite responsable de la Trypanosomiase Humaine Africaine, six 

aaRS (une de chaque classe) ont été validées comme des cibles potentielles (223,283). 

Les aaRS sont également considérés comme des cibles chez les Apicomplexes. D’une part, les 

aaRS apicoplastiques, structuralement proches de leurs homologues procaryotes et 

significativement différentes des versions humaines, sont des cibles toutes désignées (207). 

D’autre part, l’analyse bio-informatique systématique du génome P. falciparum indique que 

la fraction du génome consacrée aux aaRS est particulièrement élevée (0,7 %), par rapport à 

d’autres espèces dont l’Homme (0,2 %), avec dans leur architecture la présence de plusieurs 

modules peptidiques inhabituels (juxtaposition de domaines Ybak, GST, Sérine-thréonine 
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kinase et domaines de liaison à l’ADN) (203). Cette étude in silico révèle également des 

divergences de séquence protéiques dans des motifs-clés des sites catalytiques, ainsi que 

des différences structurales importantes dans les domaines de liaison à l’anticodon de 

plusieurs aaRS. 

Il est par ailleurs connu que certains médicaments inhibiteurs de la traduction 

des Procaryotes (clindamycine, macrolides) présentent une activité sur les Apicomplexes en 

interférant avec la traduction apicoplastique (284), et les inhibiteurs d’aaRS auraient 

probablement leur place à côté de médicaments actuellement utilisés comme les 

tétracyclines, dont l’effet parasiticide retardé sur Plasmodium est consécutif à un blocage de 

l’expression du génome de l’apicoplaste (285). L’efficacité chez P. falciparum de la 

mupirocine par inhibition de l’Isoleucyl-RS apicoplastique a d’ailleurs été démontrée par 

l’induction de souches résistantes (286). 

Utilisant une banque de souches de levures haplo-insuffisantes, Hoepfner et al. ont montré 

en 2012 que la cible de la cladosporine est la Lysyl-RS plasmodiale cytosolique(287). Cette 

molécule est connue pour ses propriétés antifongiques, et son activité inhibitrice sur 

Plasmodium a été détectée au cours d’un criblage phénotypique d’une bibliothèque de 

produits non synthétiques (288). L’étude chez P. falciparum mettait en évidence une activité 

inhibitrice d’efficacité équivalente sur les stades hépatique et intra-érythrocytaire. A la suite 

de ces travaux, Hoen et al. s’attachèrent à construire une banque virtuelle de ligands 

sélectifs de la version apicoplastique de la Lysyl-RS, dont cinq nouveaux composés furent au 

final synthétisés ; l’inhibition était sélective de cette enzyme, et l’activité sur les enzymes 

homologues cytosolique et humaine était négligeable (274). 

Enfin, une équipe strasbourgeoise a souligné en 2009 la présence de singularités dans la 

séquence de l’Aspartyl-RS cytosolique de Plasmodium spp, avec une extension N-terminale 

et une insertion dans le domaine de liaison à l’anticodon absents de leur homologue 

humaine, et déterminantes pour l’activité enzymatique (289). La même année, l’équipe d’A. 

Sharma détectait par analyses bio-informatiques des différences structurales clés dans 

diverses aaRS plasmodiales par rapport à leurs homologues humaines (203), ce qui était 

conforté par la publication de la structure tridimensionnelle de la Lysyl-RS cytosolique de P. 

falciparum (290). Ces données récentes identifient les aaRS apicomplexes en tant que cibles 

d’intérêt, et justifient leur étude dans une perspective thérapeutique. 
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II. Travail personnel 

1. Matériels et méthodes 

a) Criblage de candidats-médicaments 

Le criblage initial des composés a été réalisé in vitro en flacons de culture cellulaire de 25 

cm². Les parasites étaient cultivés à 37°C en atmosphère contenant 5 % de CO2, sur un tapis 

confluent de fibroblastes humains (HFF). Le milieu de culture DMEM était additionné de 

10 % de sérum de veau fœtal (Invitrogen), 4 mM de glutamine, 500 U/mL de pénicilline, et 

250 µg/mL de streptomycine. Environ 106 tachyzoïtes fraîchement sortis de leurs cellules 

hôtes étaient utilisés pour inoculer le tapis cellulaire. Six heures plus tard, les milieux étaient 

remplacés par un milieu identique additionné du solvant (DMSO) ou du composé testé pour 

une concentration finale de 100 µM (concentration finale en DMSO inférieure à 0,1 %). Les 

cultures étaient observées quotidiennement pendant 10 jours ou jusqu’à lyse du tapis 

cellulaire. Les composés présentant un effet à cette concentration étaient testés de la même 

manière à 1 et 10 µM ; seuls les composés présentant un effet à 10 µM étaient retenus. Pour 

les évaluations ultérieures, le composé 73 a été utilisé à la concentration de 5 µM, sauf 

mention contraire. Pour réaliser les expérimentations de cytométrie en images, une nouvelle 

aliquote du composé 73 a été commandée auprès de Pharmeks (référence : PHAR255288, 

Pharmeks Ltd., Moscou), société ayant précédemment fourni l’échantillon initial à l’équipe 

du Dr. Amit Sharma. 

b) Détermination des concentrations efficaces 

Les concentrations efficaces et toxiques induisant 50 % de l’effet maximum (CE50) ou de la 

toxicité maximum (CT50), respectivement, ont été déterminées par mesure de la 

prolifération de parasites (incorporation d’uracile tritié) ou de fibroblastes humains (trousse 

Cell Titer Aqueous One Solution, Promega) comme décrit précédemment (57).  

Ces paramètres ont été également déterminés par une méthode de cytométrie en images. 

Pour la détermination de la CE50, des plaques de culture à 96 puits recouvertes d’un tapis 

confluent de HFF étaient infectées par les souches RHΔKu80 ou PruΔKu80 (40000 

tachyzoïtes par puits). Après 2 h d’incubation permettant l’invasion des cellules, les milieux 

de culture étaient remplacés par un milieu identique contenant la molécule à tester, selon 
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une gamme de concentrations finales de 125 nM à 8000 nM (concentration finale en DMSO 

inférieure à 0,1 %), puis remis en incubation pendant 24 h. Pour la détermination de la CT50, 

5000 HFF étaient déposées dans chaque puits d’une plaque de culture à 96 puits et laissés 

36 h en culture. Le milieu était alors remplacé par un milieu identique contenant le composé 

73, selon une gamme de concentrations finales de 0,5 à 128 µM, et l’incubation était 

poursuivie pendant 30 h en présence du composé. Dans tous les cas, chaque condition était 

testée en trois exemplaires. Les noyaux cellulaires fibroblastiques et parasitaires étaient 

marqués par l’intercalant de l’ADN fluorescent Hoechst 33258 à 5 µg /mL. Ce marquage 

permettait, après fixation par le formaldéhyde, la numération automatique des cellules et 

des parasites dans chaque puits à l’aide d’une plateforme d’imagerie équipée d’un 

microscope de criblage à haut débit Scan^R (Olympus). Ce système pilotait l’acquisition 

d’images à l’objectif 20× à raison de 20 champs par puits dans la longueur d’onde d’émission 

du marqueur fluorescent (420-460 nm). Un système d’autofocus intégré au logiciel 

permettait d’obtenir la netteté sur tous les champs d’observation. Le flux d’images était 

réalisé à l’aide du logiciel d’analyse scan^R. Le traitement automatisé des images consistait à 

soustraire le bruit de fond de chaque image, puis identifier les noyaux des cellules et de 

parasites par un algorithme permettant la détection des contours d’objets. Les données 

extraites de cette analyse ont permis d’obtenir un nombre total de cellules et de parasites 

par puits. La prolifération parasitaire (évaluation de l’efficacité) était définie par le rapport 

nombre de cellules / nombres de parasites ; la prolifération cellulaire (évaluation de la 

toxicité) était définie par le nombre de HFF par puits. 

Les valeurs de CE50 et CT50 étaient déterminées par régression non linéaire à l’aide du 

programme HN-NonLin (version 1.1) (http://www.who.int/malaria/rbm/Attachment/2004 

1108/Non-Lin-_V1.1.xls), en fixant à 100 % l’effet maximal observé et 0 % la valeur du signal 

obtenu avec le témoin négatif. 

c) Immunofluorescence 

Les toxoplasmes de type I (RHΔKu80), II (PruΔKu80 et ME49) ainsi que le parasite animal 

Neospora caninum étaient cultivés pendant 8 h avant remplacement du milieu par un milieu 

contenant le composé 73 (5 µM), l’inhibiteur d’histone déacétylase FR235222 (50 ng/mL) ou 

le solvant (0,04 % DMSO). Après 24 h de culture sous traitement, les parasites étaient fixés 

http://www.who.int/malaria/rbm/Attachment/2004%201108/Non-Lin-_V1.1.xls
http://www.who.int/malaria/rbm/Attachment/2004%201108/Non-Lin-_V1.1.xls
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et préparés pour immunofluorescence comme décrit précédemment (57), avec des 

anticorps primaires dirigés contre SUMO (57), SAG1, HDAC3 (56) et rQRS (291). 

d) Bio-informatique 

La recherche de domaines conservés, la prédiction in silico de désordre, les alignements et 

mesures d’identité de séquences protéiques de la Glutaminyl-RS humaine (GenBank : 

AAH29739.1) et de T. gondii (ToxoDB : TGVEG_217460) ont été réalisés comme décrit 

précédemment (291). 

2. Résultats 

a) Criblage in vitro 

Parmi les 40 molécules testées in vitro pour leurs capacités à inhiber la croissance parasitaire 

à la concentration de 100 µM, quatre composés furent sélectionnés et testés à 

concentrations inférieures. Un seul composé, le n°73 (Figure 13), montra la capacité 

d’arrêter totalement la croissance des parasites de types I (souches RHKu80) et II 

(PruKu80) à une concentration approximative de 5 µM. Testé à concentrations inférieures, 

la présence de ce composé entraînait un ralentissement du cycle à 2 µM, et la poursuite d’un 

cycle normal à 1 µM. 

 

Figure 13. Formule semi-développée du composé 73, ou N'-[(1Z)-amino(pyridin-2-
yl)méthylidène]-2-hydroxybenzohydrazide. 

b) Caractérisation qualitative de l’effet du composé 73 

L’aspect microscopique des parasites en présence du composé 73 ne présentait pas 

d’altération morphologique évidente, hormis une taille de vacuole parasitophore 

anormalement augmentée pour les parasites de type II (Figure 15C, Figure 17 B, Figure 18C). 

L’arrêt de la division était complet et durable tant que le composé n’était pas retiré du 

milieu de culture. Lorsqu’il était retiré après 24, 48, 72 ou 96 heures, le cycle parasitaire 
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reprenait et conduisait à la lyse totale du tapis cellulaire, montrant la nature parasito-

statique de l’effet (Figure 14 C, D). 

 

Figure 14. Evaluation de la rémanence et de la parasiticidie du composé 73. 
Le prétraitement du tapis cellulaire (A) ou des parasites (B) avant inoculation, de 
même que l’arrêt de la multiplication parasitaire par maintien en présence du 
composé 73 pendant 24 à 96 heures (C, D), n’empêchent pas l’infection et 
l’aboutissement du processus complet du cycle in vitro jusqu’à la lyse cellulaire. 

 

Cette observation était confirmée par l’absence d’effet lorsque les parasites étaient 

prétraités avant une mise en culture en conditions classiques (Figure 14 B). Le composé 73 

n’agit apparemment pas via une action rémanente sur la cellule hôte, puisque le 
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prétraitement du milieu de culture n’empêche pas l’infection normale de celui-ci après avoir 

retiré le composé (Figure 14 A). 

Les expérimentations d’immunofluorescence n’ont pas mis en évidence de modification de 

la distribution ou de l’expression de protéines de surface (SAG1, Figure 15), nucléaires 

(SUMO, HDAC3, Figure 16 et Figure 17), ou cytosolique (QRS, Figure 18). Contrairement au 

composé FR235222 préalablement caractérisé par notre équipe, aucune anomalie de la 

cytocinèse n’a été observée. Quelques protrusions de la membrane, également observées 

avec le composé FR235222, sont visibles en marquage anti-SAG1 (Figure 15). 
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Figure 15. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-SAG1 ne révèle pas de modification majeure, hormis quelques protrusions de la 

membrane également observées avec le composé FR235222. Souches testées : RHKu80 (A), PruKu80 (B), ME49 (C). Barre d’échelle : 10 µm.



 

111 
 
 

 

  
Figure 16. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-SUMO ne révèle pas de modification de la cytocinèse, contrairement à ce qui est 

observé avec le composé FR235222. Souches testées : RHKu80 (A), PruKu80 (B), ME49 (C), Neospora caninum (D). Barre d’échelle : 10 µm.
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Figure 17. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-HDAC3 ne révèle pas de modification de la cytocinèse, contrairement à ce qui est 

observé avec le composé FR235222. Souches testées : RHKu80 (A), ME49 (B), Neospora caninum (C). Barre d’échelle : 10 µm.
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Figure 18. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-QRS ne révèle pas de modification de la distribution subcellulaire, d’extinction ou 

d’hyperexpression de QRS. Souches testées : RHKu80 (A), PruKu80 (B), ME49 (C), Neospora caninum (D). Barre d’échelle : 10 µm. 
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c) Quantification de l’effet antiparasitaire 

Afin d’évaluer la puissance de l’effet du composé 73, la CE50 sur souches RHKu80 et 

PruKu80 a été déterminée par deux méthodes. Les valeurs obtenues par cytométrie en 

image (Figure 19, B, D) étaient du même ordre que la valeur déduite de l’observation en 

flasques de culture (environ 2 µM) avec un effet toutefois plus puissant sur la souche de type 

I. Par mesure de l’incorporation d’uracile tritié (qui est une fonction directe de la quantité de 

toxoplasmes en cours de division présents dans le puits testé), des valeurs plus faibles 

étaient observées, particulièrement pour la souche de type I qui affiche alors une CE50 de 

l’ordre de 250 nM (Figure 19 C). 

 

Figure 19. Evaluation de l’efficacité sur souches de type I RHΔKu80 (C, D) et de type II 
PruΔKu80 (A, B). Les valeurs de CE50 sont obtenues par cytométrie en images (B, D) et 
par mesure de l’incorporation d’uracile tritié (A, C). Les données expérimentales sont 
traitées par régression non linéaire suivant un polynôme d’ordre 3 (A) ou 2 (B, C, D). 



 

115 
 
 

d) Toxicité 

Une approche sur fibroblastes humains de la toxicité du composé 73 a été menée par deux 

méthodes, avec des résultats significativement discordants. La méthode initialement mise en 

œuvre utilise la trousse de réactif Cell Titer Aqueous One Solution qui mesure l’intégrité de 

l’activité enzymatique mitochondriale. Cette méthode fournit une valeur relativement basse 

de CT50, de l’ordre de 1200 nM (Figure 20 A). La méthode par cytométrie en images fournit 

une valeur nettement plus élevée de 17552 nM (Figure 20 B).  

 

 

Figure 20. Evaluation de la toxicité sur fibroblastes. Les valeurs de CT50 sont obtenues 
par mesures de l’activité mitochondriale (A) et par cytométrie en images (B). Les 
données expérimentales sont traitées par régression non linéaire suivant un polynôme 
d’ordre 2 (A) ou 3 (B). 

 

III. Conclusion 

Le criblage simple des 40 composés disponibles nous a permis de mettre en évidence un 

composé dont les caractéristiques semblent prometteuses. 

L’évaluation relativement sommaire de son efficacité anti-toxoplasmique et de sa toxicité 

sont encourageantes mais incitent cependant à la prudence. Les discordances observées 

entre les valeurs de CT50 en fonction des méthodes utilisées restent effectivement 

problématiques. La toxicité sur fibroblastes s’est avérée nettement moindre lors de 

l’évaluation par cytométrie en image. Une explication possible réside dans la nature de la 

mesure. En effet, le kit Cell Titer, dont le principe est basé sur la réduction d’un sel de 

tétrazolium, mesure l’intégrité de l’activité enzymatique mitochondriale. Cette activité 

pourrait être inhibée par la molécule testée, sans que le signal mesuré reflète le nombre de 
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cellules au moment de la mesure. Mais il est également possible que le nouvel échantillon 

de ce composé, commandé et utilisé pour la réalisation des manipulations de cytométrie en 

images, ait présenté un degré de pureté supérieur à l’échantillon initial, ou qu’un sous-

produit de synthèse toxique ait été présent en moindre quantité. A l’inverse, il se pourrait 

que le nouvel échantillon ait été moins pur, présentant une moindre toxicité liée au principe 

actif ; dans ce cas, l’efficacité serait également amoindrie, expliquant les valeurs de CE50 plus 

élevées. 

Les valeurs de CE50 obtenues avec le composé 73, bien que variables, restent d’un ordre de 

grandeur acceptable. A titre de comparaison, on peut notamment constater que certains 

dérivés semi-synthétiques de l’artémisinine récemment testés avec succès in vitro sur 

T. gondii présentaient des CE50 dans la même gamme de concentrations (de 0,7 à 8 µM) (66). 

Sur le plan qualitatif, bien que le comportement des parasites sous traitement suggère 

fortement un effet principalement centré sur la réplication, il conviendrait d’évaluer si les 

processus d’invasion cellulaire et de sortie active sont affectés. De même, l’évaluation de 

l’effet spécifique sur souches kystogènes (impact sur la kystogénèse et l’infectiosité de 

bradyzoïtes traités ex-vivo), de manière analogue à l’évaluation du composé FR235222 

préalablement réalisée au sein de notre équipe, serait un apport important à ce travail. 

L’évaluation de l’index de sélectivité constitue bien-sûr un paramètre essentiel à prendre en 

compte dans l’appréciation de l’intérêt du candidat-médicament. Sur le plan théorique, la 

comparaison des versions humaine et toxoplasmique de QRS indique une divergence 

limitée, permettant de douter de la sélectivité d’un inhibiteur potentiel. Si la comparaison 

des domaines conservés montre une composition modale nettement divergente (Figure 21), 

avec une portion N-terminale composée soit d’un domaine de liaison additionnel à l’ARNt 

(enzyme humaine), soit d’un domaine GST (enzyme parasitaire), la comparaison des 

séquences protéiques des sites actif et de liaison à l’anticodon montre une identité 

relativement forte (Figure 22). Malgré cette réserve, l’exemple de la cladosporine appliquée 

à l’inhibition de la Lysyl-RS de Plasmodium montre qu’un pourcentage d’identité de plus de 

50 % n’empêche pas forcément une sélectivité importante. Les études d’Hoepfner et al. ont 

en effet révélé une puissance vis-à-vis de l’enzyme parasitaire plus de 100 fois supérieure à 

celle vis-à-vis de l’enzyme humaine (287). Ces tests enzymatiques confirmaient l’effet 

observé en culture cellulaire sur les stades parasitaires hépatiques et intraérythrocytaires 
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(CE50 de 40 à 90 nM) et différentes cellules de mammifères (CT50 de 9000 à plus de 100000 

nM). Deux acides aminés au sein de la poche de liaison à l’ATP du site actif de l’enzyme 

parasitaire étaient prédits in silico comme responsables de cette haute sélectivité, puis 

confirmés par l’expression chez S. cerevisiae d’une version mutée de la Lysyl-RS. La CT50 du 

composé 73 mérite donc d’être évaluée de manière plus précise. Il serait notamment 

nécessaire d’évaluer d’autres marqueurs de toxicité (condensation nucléaire, altération du 

cycle cellulaire) dans des types cellulaires représentatifs de la toxicité spécifique d’organe 

(cultures de cellules primaires issues d’organes ou de lignées cellulaires immortalisées). 

  
Figure 21. Représentation schématique des domaines conservés et du niveau de 
désordre prédits dans la structure des Glutaminyl-RS toxoplasmique (A) et humaine 
(B). 

 
Ces considérations ne peuvent cependant être pertinentes que si TgQRS est bien la cible 

réelle du composé 73. En effet, si les molécules criblées ont été choisies pour leurs capacités 

potentielles à interagir avec le site actif de TgQRS, il n’est pas certain que le composé 73 soit 

effectivement un ligand de cette enzyme, d’autant plus que le pré-criblage in silico a été 

réalisé sur un modèle dérivé de la structure cristalline de QRS d’autres espèces, et non à 

partir de la structure de TgQRS, non connue à ce jour. Une façon de répondre à cette 

question est l’induction de mutants résistants à la molécule 73, suivie du séquençage du 

gène TgQRS permettant de détecter si des mutations dans ce gène sont responsables de la 
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résistance acquise. Une autre méthode consiste à simplement tester l’inhibition de l’activité 

catalytique de l’enzyme en présence du composé. L’obtention d’une version recombinante 

de TgQRS par Jason van Rooyen laisse entrevoir cette possibilité. Des expérimentations 

préliminaires de cinétique enzymatique ont été réalisées avec cette protéine exprimée en 

E. coli, mais n’ont pas mis en évidence de modification de l’activité d’aminoacylation. Ces 

résultats nécessitent cependant confirmation, puisqu’une seule concentration de l’inhibiteur 

supposé a été testée, et qu’il n’est pas certain que la quantité d’ARNtGlm de synthèse utilisé 

ait été en quantité suffisante pour que la réaction se déroule en conditions saturantes. 

 

Figure 22. Alignement des séquences protéiques des domaines catalytiques (A) et de 
liaison à l’anticodon (B) des Glutaminyl-RS humaine et toxoplasmique. Les domaines 
catalytiques présentent 50 % d’identité de séquence et 64 % de résidus similaires. Les 
domaines de liaison à l’anticodon présentent 36 % d’identité et 52 % de résidus 
similaires. 

Au final, malgré ces incertitudes, le composé 73 présente in vitro une efficacité anti-

toxoplasmique peu contestable, et constitue un « hit », une molécule prometteuse, qui 

incite à s’intéresser plus avant à cette molécule et ses proches dérivés. Une sélection de 91 

analogues du composé 73 a été réalisée par l’équipe du Dr. Amit Sharma ; le criblage de 

l’efficacité de ces molécules constituerait la suite logique de ce travail, permettant peut-être 
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d’atteindre le stade de l’expérimentation in vivo en modèle murin d’infection toxoplasmique 

aiguë ou chronique. Par ailleurs, nous avons montré au cours des travaux exposés dans le 

chapitre I qu’il nous était possible d’immunopurifier plusieurs aaRS natives (MRS-HA-FLAG, 

YRS-HA-FLAG) à partir des souches Δp43 ; de même, nous avons pu étiqueter la triptophanyl-

RS, aaRS cytosolique fortement exprimée et sans interactome (données non montrées). Ces 

possibilités techniques, combinées au caractère prometteur des aaRS en tant que cibles 

thérapeutiques anti-Apicomplexes (et plus largement anti-infectieuses), ouvrent des 

perspectives favorables en matière de criblage de candidats-médicaments inhibiteurs 

enzymatiques, sans nécessiter le recours à la production de protéines recombinantes. 
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Conclusion générale 

 

Ce travail décrit pour la première fois la composition du complexe MARS d’un Apicomplexe 

et fournit certains éléments concernant son organisation. Certaines des propriétés 

observées, telles son instabilité et son hétérogénéité, sont expliquées en termes de 

flexibilité de sa structure, et viennent conforter certaines observations récentes du MARS 

des Eucaryotes supérieurs. Si la fonction du complexe reste partiellement mystérieuse, la 

composition singulière mise au jour et ses implications en matière de relations protéines-

protéines soulèvent des perspectives intéressantes pour la compréhension des fonctions 

non canoniques des aaRS. Ces résultats pourraient ainsi avoir d’importantes conséquences 

pour de futures études structurales visant à élucider les bases moléculaires de l’assemblage 

et du fonctionnement du complexe MARS des Eucaryotes supérieurs. 

Le travail préliminaire de recherche thérapeutique constitue une base et, on peut l’espérer, 

un point de départ dans la recherche de médicaments anti-toxoplasmiques ciblant les aaRS, 

qui constituent assurément des cibles thérapeutiques intéressantes. 
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Annexes 

Au cours de ma période d’Assistanat Hospitalier Universitaire (concomitante de mes années 

de Thèse), le versant hospitalier et translationnel de mes activités de recherche m’a amené à 

publier plusieurs articles, dont quatre portant sur le diagnostic de la toxoplasmose ; les 

premières pages de ces articles sont reproduites ci-après. 

 

En 2011, une collaboration de notre équipe du Laboratoire de Parasitologie-Mycologie du 

CHU de Grenoble et de celle du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Rennes 

nous a conduits à publier un article de synthèse discutant le rôle du placenta et du 

traitement materne, ainsi que l’intérêt du traitement et de l’examen parasitaire du placenta 

lors de la toxoplasmose chez la femme enceinte (292). 

 En 2012, j’ai signé en premier auteur l’évaluation bicentrique (Grenoble et Marseille) du 

nouveau test d’avidité des IgG anti-toxoplasmiques de la gamme Elecsys® (Roche). Cette 

étude avait d’une part permis la mise sur le marché de la trousse, et d’autre part mis en 

évidence des potentialités novatrices quant à l’utilisation des valeurs basses fournies par 

certains tests d’avidité (293). L’année suivante, une évaluation comparative de la gamme de 

tests VIDAS® (bioMérieux) nous a permis de réactualiser les performances de ces trousses 

diagnostiques, en montrant qu’elles gardent leur intérêt malgré l’apparition ces dernières 

années de tests concurrents hautement automatisés et performants (294). 

Enfin, l’expérience acquise dans le domaine du diagnostic de la toxoplasmose nous a 

conduits à être sollicités pour rédiger un article de synthèse sur cette thématique, publié en 

2013 (27).  
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Résumé 

Études biochimiques, structurales et fonctionnelles du complexe MARS de Toxoplasma gondii, une nouvelle cible 
thérapeutique 

Toxoplasma gondii, parasite digestif des Félidés, est l’agent de la toxoplasmose, maladie pouvant être grave voire mortelle en cas 
d’infection fœtale ou chez l’immunodéprimé. Les traitements actuellement disponibles permettent de prévenir ou traiter la plupart des 
cas, mais peuvent présenter un risque d’effets indésirables relativement sévères et ne permettent pas de détruire les kystes 
responsables de l’infection chronique et du risque de réactivation chez l’immunodéprimé. Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont 
des enzymes essentielles au mécanisme de traduction, où elles participent au chargement d’un acide aminé sur une molécule dédiée 
d’ARN de transfert, une étape initiale du processus de synthèse protéique.  
Un gène codant une protéine homologue de p43, un partenaire protéique de certaines aaRS chez les Eucaryotes supérieurs, a été 
identifié dans le génome de T. gondii. La localisation subcellulaire post-invasion de Tg-p43 montre qu’il ne s’agit pas d’une cytokine 
sécrétée, contrairement à son homologue humaine ; au contraire, son immunopurification a révélé son association à quatre aaRS, les 
Méthionyl-, Glutamyl-, Glutaminyl- et Tyrosyl-ARNt synthétases, qui constituent donc le premier complexe multi-aaRS (MARS) décrit 
chez les parasites Apicomplexes, de localisation exclusivement cytoplasmique. La présence inattendue de la Tyrosyl-ARNt synthétase 
soulève plusieurs questions sur le plan de l’organisation et de l’assemblage du complexe. Des images de microscopie électronique et 
des analyses biochimiques soulignent l’hétérogénéité et la structure relâchée du complexe et confirment les récentes données issues 
des complexes MARS purifiés chez d’autres organismes. L’inactivation du gène Tg-p43 n’induit pas de modifications phénotypiques 
majeures (capacité d’invasion, prolifération) ni de diminution de la virulence ou de la kystogénèse en modèle murin.  
Les résultats sur la caractérisation du MARS ont été complétés par une approche thérapeutique. Un criblage in vitro de candidats-
médicaments présélectionnés in silico pour inhiber la Glutaminyl-ARNt synthétase toxoplasmique a permis de mettre en évidence un 
composé parasitostatique, inhibiteur de la croissance des tachyzoïtes, avec une toxicité sur les cellules hôtes in vitro relativement 
faible.  
Ce travail de thèse pose les bases moléculaires et structurales du complexe MARS chez T. gondii. Il permet également d’aborder dans 
une certaine mesure l’histoire évolutive de ce complexe. Sa fonction biologique reste cependant un mystère ; le rôle de Tg-p43 dans le 
contrôle post-transcriptionnel, voire d’autres fonctions biologiques, est probablement trop subtil pour être mesuré dans nos conditions 
expérimentales. Le versant thérapeutique de ce travail constitue une étude préliminaire pouvant servir de point de départ pour la 
recherche de médicaments anti-toxoplasmiques ciblant les aaRS, qui constituent assurément des cibles thérapeutiques intéressantes. 
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Summary 
Biochemical, structural and functional studies of the Toxoplasma gondii MARS complex, a novel therapeutic target 

Toxoplasma gondii, a parasite of felids gut, is responsible for toxoplasmosis, a disease that can induce severe sequelae or death in the 
foetus or immune-depressed patients. Currently available treatments can prevent or cure most of the cases, but are at risk for side 
effects and cannot suppress cysts, which cause the chronic disease and are responsible for disease when the immune status is altered. 
Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) are essential for translation, by charging tRNA with cognate aminoacids, a preliminary step of the 
protein synthesis process. 
A gene coding for protein homologous to p43 (which interacts with a subset of aaRSs in higher eukaryotes) was identified in the 
genome of T. gondii. Following its epitope tagging, we show that Tg-p43 is not secreted nor exported beyond the vacuole as a cytokine, 
as it is for its human counterpart; however, biochemical analysis of the Tg-p43 interactome reveals four aaRSs as interacting partners, 
namely Methionyl-, Glutamyl-, Glutaminyl- and Tyrosyl-tRNA synthetases. This is the first description of the multi-aaRS (MARS) complex 
in the Apicomplexa phylum; it is strictly localized in the parasite cytoplasm. The unexpected presence of the Tyrosyl-tRNA synthetase in 
the complex raises several questions about how the complex is organised and assembled, and also evolved. Electronic microscopy 
along with size exclusion chromatography shows heterogeneity and loose structure of the complex, similarly to recent data 
characterizing higher eukaryotic complexes. Disruption of the complex by knocking-out of the gene Tg-p43 does not induce detectable 
phenotypic modification, nor alterations of the virulence and cystogenesis in a murine model. 
Alongside the study on the MARS complex, we used an in silico approach to screen for new compounds to inhibit T. gondii Glutaminyl-
tRNA synthetase. We thus identified one parasitostatic compound that was able to significantly slow down parasite growth while 
having a relatively low in vitro toxicity against the human host cell.  
The function of the MARS in T. gondii still remains unknown; the role of Tg-p43 in the post-transcriptional control or any other 
biological function is probably too subtle to be measured under our experimental conditions. However, our data help to some extent to 
better measure the evolutionary history of the MARS family. The therapeutic side of this work, although preliminary, may serve as a 
base for anti-T. gondii drug discovery focusing on aaRS inhibitors, which are obviously good candidate targets. 
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