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Résumé

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

Un géne 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 a son homologue humaine ; au contraire, son immunopurification a révélé
son association a 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 souléve plusieurs questions sur le plan de
I'organisation et de I'assemblage du complexe. Des images de microscopie électronique et
des analyses biochimiques soulignent I’hétérogénéité et la structure relachée du complexe
et confirment les récentes données issues des complexes MARS purifiés chez d’autres
organismes. L’inactivation du géne Tg-p43 n’induit pas de modifications phénotypiques
majeures (capacité d’invasion, prolifération) ni de diminution de la virulence ou de la
kystogénése en modéle 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 tachyzoites, avec une toxicité sur
les cellules hotes in vitro relativement faible.

Ce travail de these pose les bases moléculaires et structurales du complexe MARS chez
T. gondii. Il permet également d’aborder dans une certaine mesure I'histoire évolutive de ce
complexe. Sa fonction biologique reste cependant un mystere ; le réle de Tg-p43 dans le
contrdle post-transcriptionnel, voire d’autres fonctions biologiques, est probablement trop
subtil pour étre 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



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 Epigénétique et Parasites de '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 (hotes
définitifs), permettant la dissémination du stade infectant, |'ococyste. Tout animal
homéotherme ayant ingéré des oocystes matures peut développer une toxoplasmose aigué,
causée par la forme végétative du parasite, appelée tachyzoite. La réponse immune de
I'animal contaminé conduira a la formation de kystes, structures constituées par une paroi
contenant la forme de latence du parasite appelée bradyzoite, qui persistera a vie chez
I’'h6te intermédiaire. L'ingestion de kystes, principalement contenus dans les tissus nerveux
périphériques (cerveau, rétine) et musculaires, est 'autre mode de contamination des hotes
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 modeéle unicellulaire de
choix pour les études de biologie cellulaire et moléculaire. L'exploration des mécanismes
biologiques par la génétique est maintenant possible grace a un génome parfaitement
séquencé et annoté disponible sur la base de données en ligne ToxoDB. Une distribution
quasi-ubiquitaire, une grande diversité d’hotes, I'existence de réservoirs a la fois animaux,
telluriques et hydriques, rendent inenvisageable son éradication. Parasite non spécifique de
I’homme (contrairement a I'agent du paludisme, son proche parent), sa formidable capacité
de dissémination associée a sa discrétion clinique conduisent a 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 |'état de [I'arsenal
thérapeutique actuel. Enfin, j'expliquerai les raisons qui nous ont conduits aux thématiques

explorées dans mon travail de these.
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Dans un premier chapitre, jintroduirai le monde des aminoacyl-ARNt synthétases, famille
d’enzymes autour de laquelle ce travail est centré, et en particulier leurs caractéristiques
fonctionnelles. Jexposerai ensuite mes travaux de recherche, qui m’ont conduit a
I'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 I'article exposant les principaux résultats, augmentés de quelques données non publiées,
complémentaires a cet article. Une discussion reprendra ces résultats et les confrontera a la
littérature.

Un second chapitre introduira l'utilisation actuelle ou potentielle des aminoacyl-ARNt
synthétases en tant que cible thérapeutique, puis les travaux concernant lI'approche
thérapeutique de notre travail de recherche seront décrits de maniere 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 a 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 a
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
publierent 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
premiéres études de prévalence de l'infection, et révélerent une forte distribution du
parasite, dans les populations humaines mais aussi de nombreux autres hotes 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 a I'origine d’une aussi
large distribution. La relative résistance des bradyzoites a I'action d’enzymes protéolytiques
rendait plausible I'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’hétes infectés. La présence du parasite chez les animaux uniquement herbivores
posait cependant un probleme de cohérence dans la compréhension du cycle parasitaire.
Aprés avoir porté les premiers soupcons sur le chien, I'étude, inspirée, du contenu de feces
de chat permit de découvrir une nouvelle forme pouvant rester infectieuse dans
I'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 a
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 cOtes est depuis quelques années reconnue comme

14



responsable d’une prévalence élevée de la parasitose chez certains mammiféres marins,

conséquence du lessivage des cotes 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 trés bien connu, et décrit comme
I'association d’un développement asexué se déroulant chez I’h6te intermédiaire (la plupart
des animaux a sang chaud) et donnant lieu a I’enkystement de bradyzoites dans les tissus, et

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

Intermediate hosts: Definitive hosts:
mammals, birds Felids

Cyst rupture

Brain, heart, lung, eye,
muscles, placenta...

Cyst 2 .
(bradyzoites) TrophozZoites | el ‘S'chl‘zogony

VLSO AR, SR A

Blood flow

dissemination :
Intestinal

cells

@ . Sl / 7
M Ingestion

onocyte invasion

»
JUUURAR UUUUAR S

A " Intestinal | (})
L 4 Ta;he(ﬁq:tes cells

—}W — Mic;gé/rﬁacro Qigiametesr

Intestinal

cells Sporulated oocyst
‘ o (2 sporoblasts each

Sporozbiteg containing 4 sporozoites) ¥

Sporogony Oocyst

External environment

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 I'h6te intermédiaire, T. gondii est présent sous deux formes :
tachyzoite et bradyzoite. Le premier est responsable de la phase aigué de linfection,
permettant la dissémination hématogéene et l'infection cellulaire dans différents organes.
Apres adhésion a la cellule héte, la phase d’invasion se poursuit par la formation d’'une

vacuole dite parasitophore qui contiendra le parasite a 'intérieur de la cellule, et jouera le
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role d’interface entre les deux protagonistes. Aprés multiplication au sein de cette vacuole
selon un mode singulier appelé endodyogénie (la réplication de ’ADN, une mitose, suivis de
I'assemblage de 2 cellules filles et de la cytocinese se font a l'intérieur de la cellule-mére,
sans fission de cette derniére) jusqu’a I'obtention de 32 ou 64 éléments, la sortie active et
synchrone des parasites peut entrainer la lyse de la cellule hote. Un nouveau cycle d’invasion
est alors possible (14).

Dans le cas d'une infection asymptomatique, parce que controlée par la réponse
immunitaire (dés 2 a 3 jours aprés inoculation parentérale de tachyzoites chez la souris)
guelques parasites migrent vers les tissus profonds ou ils persisteront dans un état de
latence/quiescence (15). Ce processus d’interconversion entrainera une modification
morphologique et biochimique du parasite. Ce nouveau stade appelé bradyzoite continuera
a se répliquer de maniére tres ralentie au sein d’une paroi kystique. En I'absence d’altération
de 'immunité, les kystes persistent a vie dans les tissus infectés sans manifestation délétere
prouvée a 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 I'ingestion d’un kyste
par un carnivore, la paroi, sensible a I'action gastrique (acidité et protéolyse par la pepsine),
sera rompue, libérant les bradyzoites (19).

La contamination de I'hote définitif félidé par l'ingestion soit de kystes contenus dans
I'alimentation carnée, soit d’oocystes présents dans I’environnement, entrainera une
infection digestive et la production de formes morphologiquement différentes des stades
présents chez I’h6te intermédiaire. Au sein des cellules de I'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 cing stades asexués (stades A a
E), puis une phase de gamogonie générera les formes sexuées (micro- et macrogametes),
dont la fusion engendrera un zygote diploide. La lyse de I'entérocyte libérera cet oocyste qui
sera excrété dans les feces, dans un délai allant de 3 a plus de 18 jours apres 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 I'environnement, conduisant a la
production de deux sporocystes, renfermant chacun 4 sporozoites. Cet oocyste pourra alors

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

Chez 'homme, l'infection aigué est généralement asymptomatique, ou bien ne nécessite pas
de traitement médical. Cependant, dans certaines situations cliniques ou la réponse immune
est altérée (vie foetale, immunosuppressions, infections intraoculaires), I'infection peut étre
grave, voire fatale.

La primo-infection pendant la grossesse peut avoir de graves conséquences pour le feetus. Le
passage transplacentaire du parasite en phase d’infection maternelle aigué entraine une
toxoplasmose congénitale, dont la pathogénie va de I'infection asymptomatique ou bénigne
a de graves symptomes (hydrocéphalie ou microcéphalie, encéphalite) ou séquelles
(choriorétinite, calcifications intracraniennes, retard de développement psychomoteur ou
mental) et parfois a la mort foetale intra-utérine (21). Le risque d’infection foetale est
directement corrélé a l'avancement de la grossesse lors de linfection maternelle. La
perméabilité chronologiquement croissante de la barriére placentaire entraine un risque
d’environ 10 % de passage au premier trimestre de grossesse, de 30 % au deuxieme et de
plus de 60 % en fin de grossesse (23). A I'inverse, la gravité d’une infection intra-utérine est
maximum pendant les premieres semaines de grossesse, et les travaux de Desmonts
montrerent des les années 1970 que plus de 80 % des enfants infectés pendant le troisieme
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
I'infection, et qui peut survenir de maniere retardée. Cependant, il est désormais admis que
la choriorétinite peut étre une manifestation de la primo-infection chez I'adulte (25). Une
analyse systématique de la littérature publiée en 2013 dans le Bulletin de I’'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 a plus de 190 000 cas, équivalant a 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 a faibles revenus. Pour expliquer la variabilité de
I'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 ceuvre. Si
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les deux premiéres 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 a la financer.

La question de la toxoplasmose chez 'immunodéprimé concerne de plus en plus de patients,
étant donnée l'intensité de I'immunodépression induite par les thérapeutiques antirejet
actuelles utilisées lors des transplantations d’organes, et '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 a eux parmi les plus a risque d’une réactivation, étant donnée la profondeur et la
durée de limmunodépression chimio-induite. Globalement, les patients atteints
d’hémopathies malignes semblent les plus fragiles, comme I'a montré le fort taux de létalité
(plus de 95 %) observé lors une étude rétrospective multicentrique francaise 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 a la maitrise de l'infection par les antirétroviraux. Chez ces patients
surviennent volontiers des réactivations entrainant dans la plupart des cas des encéphalites,

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

4. Options thérapeutiques : médicaments anti-Toxoplasma actuels et

perspectives

a) Prise en charge actuelle de la toxoplasmose
i.  Toxoplasmose congénitale

En I'absence de vaccin efficace, la premiere des préventions consiste a éviter la
contamination de la femme enceinte. Elle réside en [|'‘observance d’une série de
recommandations hygiéniques et alimentaires destinées d’'une part a éviter la présence
d’oocystes dans l'alimentation en provenance de feces félins par I'intermédiaire de sols,
eaux ou denrées alimentaires contaminés, et d’autre part a rendre non infectieux les

éventuels kystes présents dans la viande par congélation ou cuisson a coeur (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 I'infection
chez la femme enceinte. Comme linfection 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 matiére figure
d’exemple rare, le dépistage étant réalisé de maniére mensuelle, a la différence d’autres
pays européens comme l|'ltalie, I’Autriche ou la Belgique, ou il est trimestriel, ou encore la
Pologne, la Suede et le Danemark, ol aucun programme de dépistage n’existe (27,30). Aux
USA, le dépistage maternel est complétement dépendant du choix de I'équipe réalisant le
suivi médical de la patiente, certains auteurs pointant I'importance d’'un changement des
pratiques (31). Une transmission a I'enfant né de meére infectée pendant la grossesse sera
également recherchée a la naissance (analyse du placenta par inoculation a la souris et PCR,
et tests sérologiques sur le nouveau-né a la recherche d’anticorps 1gG ou IgM
néosynthétisés) et dans les mois suivant la naissance (suivi sérologique) (13,27).

Cette politique de dépistage de la mére et de I'enfant n’aurait cependant aucun effet en
I'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 I'infection et du résultat de la recherche d’ADN
parasitaire dans le liquide amniotique (si elle a pu étre pratiquée). Une abstention
thérapeutique sera la regle en cas d’infection antéconceptionnelle. Dans tous les cas
d’infection post- ou périconceptionnelle, un traitement de la meére par spiramycine,
présentant une grande sécurité d’emploi, sera instauré et poursuivi jusqu’a I'accouchement.
Dans les cas d’infection fcetale 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 different en ce qu’elles insérent systématiquement un traitement de 4

eme

semaines par P-S a la 177" semaine de grossesse (32). Enfin, dans certains cas d’atteinte
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foetale constatée par imagerie, une interruption thérapeutique de grossesse sera proposée.
Chez le nouveau-né, lorsque la certitude d’une infection est acquise, I'enfant est traité par

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

ii. Toxoplasmose de 'immunodéprimé

Chez I'immunodéprimé, les recommandations visant a éviter la contamination sont les
mémes que chez la femme enceinte, et une surveillance biologique sera mise en place, mais
selon le risque évalué, une chimioprophylaxie pourra étre 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 a 100/uL, jusqu’a ce que le taux
remonte durablement (au moins 3 mois) au-dessus de 200/uL. Le traitement retenu dans
cette indication est I'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 étre régulierement testés
sérologiqguement lorsque leur taux de LTCD4+ descend sous cette limite (34). Le traitement
curatif de premiére intention de I'immunodéprimé fait appel a I'association P-S, pour une
durée minimale de 6 semaines. D’autres molécules peuvent étre 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 méme choix
prophylactique basé sur TMP-SMX sera fait chez les patients recevant une greffe de moelle
osseuse, particulierement 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

I'hote. Le traitement sera maintenu pendant toute la durée de I'immunosuppression (36).
iii. ~Toxoplasmose de 'immunocompétent

Pour les atteintes oculaires, un traitement pourra étre mis en place, mais seulement apres
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 corticoide (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
I"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 tres supérieure a 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, a la pyriméthamine, a la spiramycine pour les traitements thérapeutiques et a
I'association TMP-SMX pour la prophylaxie (35). Quelgues molécules alternatives peuvent
étre proposées, en cas d’intolérance a 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 a 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 aigué est pleinement
justifiée. Cette attitude est confortée par la plus grande incidence de cas graves de
toxoplasmose congénitale dans les pays ou une approche diagnostique et thérapeutique
standardisée n’est pas appliquée de maniére systématique (31,40,41). Une étude américaine
a observé 85 % d’atteintes séveres parmi les enfants atteints de toxoplasmose congénitale
confirmée inclus (41) ; de telles valeurs, nettement supérieures a 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 a obtenir
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Dénomination
Commune Interna-
tionale

Classe phar-
macochimique

Cible / mode d’action

Indications mentionnées dans les Résumés
des Caractéristiques du Produit des médi-
caments commercialisés en France

Utilisation

Spiramycine Macrolides Machinerie traductionnelle | « Toxoplasmose de la femme en- Toxoplasmose aigué chez la femme en-
de I'apicoplaste. ceinte. » ceinte, jusqu’au terme ou documenta-
tion et/ou conviction d’une infection
foetale.
Pyriméthamine Autre  anti- [Voie de synthése de I'acide |« Traitement de la toxoplasmose Associée a un sulfamide :
infectieux tétrahydrofolique : inhibition |grave. » -toxoplasmose aigué chez la femme en-

(pyrimidigue)

de la dihydrofolate réduc-

tase.

ceinte avec documentation ou convic-
tion d’une infection foetale ;

-enfant né avec toxoplasmose congéni-
tale;

-choriorétinite toxoplasmique de
I"adulte ;

-encéphalite toxoplasmique du patient
immunodéprime.

Sulfadiazine Sulfamides Voie de syntheése de l'acide |« Traitement de la toxoplasmose, parti- |Associé a la pyriméthamine.
tétrahydrofolique : inhibition |culierement chez l'immunodéprimé, en
de la dihydroptéroate syn- |association habituellement avec la pyri-
thase. méthamine.
Prévention des rechutes de toxo-
plasmose viscérale de l'immunodépri-
méeé. »
Sulfadoxine Sulfamides Voie de synthése de l'acide |Pas d’indication formelle. Associé a la pyriméthamine : alternative

tétrahydrofolique : inhibition
de la dihydroptéroate syn-
thase.

a la sulfadiazine.

Tableau I. Molécules utilisées dans le traitement de la toxoplasmose (d’apres (29,32,35,47-50))
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Triméthoprime

Autres anti-
infectieux
(pyrimidique)

Voie de synthése de l'acide
tétrahydrofolique : inhibition
de la dihydrofolate réduc-
tase.

Sulfaméthoxazole

Sulfamides

Voie de synthése de l'acide
tétrahydrofolique : inhibition
de la dihydroptéroate syn-
thase.

« Infections de I'adulte dues aux germes
sensibles », parmi lesquels T. gondii.
Mention de |'efficacité dans I'utilisation
en prévention des infections a Pneumo-
cystis, chez l'immunodéprimé, et no-
tamment chez les patients infectés par
le VIH et a risque de pneumocystose :
« Dans ces cas, l'incidence de la toxo-
plasmose cérébrale semble également
diminuée. »

[Association fixe]

Prophylaxie de I'immunodéprimé.
Traitement curatif de la choriorétinite
toxoplasmique de I'adulte.

Clindamycine

Lincosamides

Machinerie traductionnelle
de I'apicoplaste.

Pas d’indication formelle ; mention « La
clindamycine posséde une activité in
vitro et in vivo sur Toxoplasma gondii. »

Choriorétinite toxoplasmique de I'adulte.
Associé  au  triméthoprime  chez
'immunodéprimé en cas d’intolérance
aux sulfamides.

Atovaguone Hydroxy- Supposé : inhibition du trans- | Pas d’indication. Associée a la pyriméthamine ou a la sul-
naphto- port d’électrons dans Ia fadiazine : traitement curatif de seconde
guinones chaine respiratoire par fixa- ligne de I'encéphalite de

tion au cytochrome b. I'immunodéprimé.

Dapsone Sulfones Voie de synthese de I'acide |Pas d’indication. Associée a la pyriméthamine : traitement
tétrahydrofolique : Inhibition curatif de seconde ligne de I'encéphalite
de la dihydroptéroate syn- de I'immunodéprimé.
thase.

Clarithromycine Macrolides Machinerie  traductionnelle | Pas d’indication formelle ; mention « La |Associée a la pyriméthamine : traitement
de I'apicoplaste ? clarithromycine posséde une activité in |curatif de seconde ligne de I'encéphalite

vitro et in vivo sur Toxoplasma gondii. » |de I'immunodéprimé.

Azithromycine Macrolides Machinerie  traductionnelle |Pas d’indication. Associée a la pyriméthamine : traitement

de I'apicoplaste ?

curatif de seconde ligne de I'encéphalite
de I'immunodéprimé.

Tableau | (suite)
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des échantillonnages de grande taille empéchent la plupart du temps de conclure de facon
claire quant a I'efficacité de ces mesures. Ainsi, en 1999, une analyse de la littérature mettait
déja en évidence qu’un faible nombre d’études étaient suffisamment bien menées pour
permettre d’évaluer I'efficacité du traitement chez la femme enceinte, et échouait donc a
dégager un effet statistiquement favorable de ce traitement (43). Les études menées durant
les quinze dernieres années ont continué a susciter des interrogations sur I'efficacité du
traitement prénatal, a la fois sur la transmission materno-foetale et sur la gravité des
séquelles foetales (44—46). En 2007, une revue de 26 cohortes incluant 1438 méres infectées
ayant bénéficié d’'un dépistage prénatal concluait qu’en I'absence d’essai clinique randomisé
de grande ampleur, il ne serait pas possible de conclure a un bénéfice du traitement
prénatal sur le taux de transmission (51). L'efficacité sur les taux d’atteintes foetales graves
est également discutée : plusieurs études multicentriques européennes ont trouvé un effet
protecteur du traitement pendant la grossesse vis-a-vis de la survenue de séquelles et de
séquelles séveres (45,46,52), mais essentiellement dans le cas ou le traitement est instauré
précocement, c'est-a-dire dans les 4 semaines suivant I'infection maternelle (46). Certaines
études ont échoué quant a elles a prouver un effet de la spiramycine sur la survenue de
séquelles, oculaires ou neurologiques (53). Concernant le choix du médicament, |’association
P-S présente une efficacité supérieure a la spiramycine pour I’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 a la spiramycine en termes
de réduction du risque oculaire et de survenue de séquelles intracraniennes (53). Les
dernieres données frangaises 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 I'issue a 3 ans d’age,
chronologiquement corrélées a la mise en place du suivi et 'amélioration des méthodes
diagnostiques anténatales (PCR dans le liquide amniotique). Malgré tout, la tendance
frangaise est actuellement a I’évaluation prospective de l'efficacité du traitement, avec
I'essai thérapeutique Toxogest qui a pour but de comparer prophylaxie par spiramycine et

par P-S, et pourrait déboucher sur une modification de I'attitude francgaise (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 age 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 (bradyzoite) en forme
active (tachyzoite). 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 I'histone déacétylase 3
(TgHDAC3). Les enzymes HDAC controlent le niveau d’acétylation des résidus lysines sur les
gueues des histones qui influent sur le degré de condensation de la chromatine et
déterminent ainsi I'expression génique. In vitro, cette molécule s’est avérée capable non
seulement d’inhiber la croissance de T. gondii a des concentrations trés basses, de I'ordre du
nanomolaire (nM), mais également d’induire la différenciation partielle des tachyzoites en
pseudo-bradyzoites (56). Par ailleurs, le pré-traitement de kystes ex-vivo par FR235222
réduit drastiguement leur infectiosité chez la souris (57), ce qui serait cohérent avec
I'apparente capacité de cette molécule a 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 a 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 I'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 a
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 tachyzoites vis-vis desquelles elle est
parasiticide, son utilisation est rendue délicate par sa toxicité médullaire. Celle-ci est liée a
son mécanisme d’action qui, de maniére analogue a I'effet recherché sur la dihydrofolate
réductase (DHFR) du parasite, intervient dans le métabolisme de I'acide folique chez
I’'humain, et, via la voie de biosynthése 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 séveres dont la fréquence peut aller jusqu’a 8 % des cas,
contre-indiquant I'utilisation de cette classe d’anti-infectieux (58). La prévention de ces
effets indésirables nécessite I'administration concomitante d’acide folinique et |Ia
surveillance resserrée de la numération globulaire. A la morbi-mortalité associée a 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 espéces 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 I'un ou l'autre de
ces parasites sont fréquemment étudiés de maniere conjointe (59), et T. gondii est reconnu
comme un bon modeéle de validation de cible thérapeutique pour les autres parasites du
phylum (60). Etant données les difficultés actuelles en termes de traitements antipaludéens
lites a '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 a tenter de développer de nouveaux composés au sein de familles

pharmacologiques déja connues, et d’autre part a 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’espece semblable (64). Ces
développements ont été facilités par I'utilisation de méthodes informatiques d’ancrage
moléculaire (docking), ayant permis de réaliser des criblages moléculaires virtuels en
fonction de I'activité prédite. Des dérivés lipophiles du priritrexime ont permis d’allier une
forte sélectivité a la grande puissance de cette molécule, qui affiche une CEsg (concentration
conférant 50 % de 'effet maximal) de I'ordre du nM (65). L’exploration de cette famille de
molécules, qui a déja fait ses preuves en utilisation clinique, permet d’espérer rendre plus

sQrs et moins lourds les traitements a I'avenir.
ii.  Cibles thérapeutiques connues dans d’autres parasitoses

L'une des stratégies consiste a tester sur T. gondii des molécules développées ou déja
utilisées contre d’autres protozoaires. L’artémisinine, composé naturellement actif contre le
paludisme (utilisé en médecine traditionnelle chinoise) et qui a donné naissance a la plus
récente famille d’antipaludéens utilisables dans les crises graves, a ainsi été I'objet
d’intenses recherches, en matiere de thérapeutique anti-toxoplasmique. De nombreux
dérivés ont été ciblés, dont certains ont ramené des résultats prometteurs, avec des
concentrations efficaces in vitro de I'ordre du micromolaire (uLM) (66).

Les voies de synthese des isoprénoides, 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 réle 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 pathogénes, et notamment chez T. gondii (67). Les azastérols, inhibiteurs connus
de la A*"?®_stérol méthyltransférase, montrent notamment une activité inhibitrice sur la
croissance de tachyzoites qui pourrait potentialiser I'effet du traitement classique par P-S,
permettre son utilisation a moindre dose et ainsi diminuer sa toxicité hématologique (68).
Les bisphosphonates, classe pharmacologique utilisée dans le traitement de 'ostéoporose,
et certains inhibiteurs de la squaléne 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
I'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, a des concentrations trés basses de I'ordre du nM (69).

L'auxotrophie de T. gondii pour la synthése de novo des purines a conduit certaines équipes
a s’intéresser a une enzyme essentielle de la voie de récupération des purines, 'adénosine
kinase, et certains de ses ligands dérivés de la N6—benzyladenosine, capables d’inhiber la
croissance du parasite a des concentrations de I'ordre de la dizaine de uM (70).

Depuis la revue de Rodriguez et Szajnman de 2012, d’autres candidats-médicaments ont fait
I'objet de publications récentes. Les B-carbolines sont des alcaloides naturels, dont I'effet sur
I'invasion cellulaire et la croissance de tachyzoites ont été montrés a des concentrations de
I'ordre du puM, sans toxicité visible sur cellules humaines (71). Une équipe a récemment
réussi a 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 étre atteinte auparavant (73). Cette innovation permet d’envisager I'utilisation combinée
d’inhibiteurs de différentes voies de la synthese des folates, de maniere complémentaire aux
inhibiteurs de la DHFR. Enfin, une avancée importante a été obtenue concernant les

inhibiteurs de I'enoyl-acyl carrier protein (ACP) réductase, enzyme catalysant |'étape finale
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de chaque cycle d’élongation des chaines d’acides gras. La molécule princeps, le triclosan,
n‘est pas hydrosoluble, mais la synthése de dérivés a permis de modifier la
pharmacocinétique de la molécule, et I’évaluation in vivo dans un modele murin d’un de ces
dérivés montrait une réduction significative de la charge parasitaire, par rapport au contréle

(74).
5. Positionnement taxonomique

Le parasite Toxoplasma gondii est classé sur des arguments ultrastructuraux et moléculaires
dans '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 pathogénes 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 posséde 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, I'apicoplaste. Cet organite résulte de 'endosymbiose
secondaire d’une algue rouge par un ancétre commun aux Apicomplexes et aux Dinoflagellés
actuels (77). ll est indispensable au développement intracellulaire du parasite, probablement

en raison de sa contribution a la synthese des lipides et des isoprénoides (77,78).

La réussite intracellulaire de T. gondii est fortement liée a I'efficacité et la rapidité des
processus d’invasion d’une part, et d’autre part a la formation d’une vacuole parasitophore.
Tout en le protégeant des défenses cellulaires de son hote, cette vacuole lui permet de créer
un environnement singulier et propice a 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 complétes du géne de la petite sous-unité de ’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, aprés
adhésion des deux cellules, permet I'entrée active du parasite au niveau d’une interface
entre le pOle apical parasitaire et la cellule héte, nommée jonction serrée (tight junction).

Cette jonction serrée sert a 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

Ihéte (79).
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Figure 3. Composition cellulaire d’un Apicomplexe, d’aprés (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 maniére séquentielle lors de I'invasion par le parasite, de la
formation de la vacuole parasitophore et en interférant avec les voies de signalisation et
I'expression du génome de sa cellule hote. Les micronemes et rhoptries appartiennent au
complexe apical (ou conoide), tandis que les granules denses sont distribuées de maniére
aléatoire dans tout le cytoplasme (81). Les protéines de micronémes, libérées deés le contact,
sont impliquées dans la reconnaissance et I'adhésion a la cellule héte. 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 apres la phase
d’invasion, et restent soit solubilisées dans la lumiére de la vacuole, soit associées a la MVP,
permettant sa maturation (82,83), ou bien encore exportées au-dela de la vacuole dans le
cytoplasme voire le noyau de la cellule hote (84,85).

Enfin, la réplication particuliere du parasite, ou les cellules filles sont assemblées de novo a
I'intérieur du cytoplasme de la cellule-meére, 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 espeéce, et les isolats étaient historiquement
considérés comme fortement similaires. Les études moléculaires (polymorphisme de
longueur de fragments de restriction, microsatellites) ont montré une clonalité trés
marquées, notamment en Amérique du Nord et en Europe, ol trois lignées clonales,

nommeées type 1, 2 et 3, regroupaient la grande majorité des isolats (86). L'analyse du poly-
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Figure 4. Modele proposé pour I'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 (a, B et y) 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 séquencage des introns de génes de ménages a récemment conduit a
décrire une quatriéme lignée clonale, le type 12, ou 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 dernieres
années a la suite d’un unique croisement génétique (88) (Figure 4). Par rapport aux souches
anciennes (1 million d’années), le succés de ces lignées serait lié a I'acquisition de
I'infectiosité directe par voie orale sans recours au cycle sexué, permettant la transmission a
travers différents hotes, et conduisant a une expansion clonale. Méme si I'épidémiologie est

variable selon les pays, le génotype Il est identifié de maniére prédominante dans

TgCatCa01
TgBBeCal! E
ToCat:

TghgCet3

Clade B

Clade F
Figure 5. Structure génétique de la population de T. gondii, regroupée en six grands
clades (A a F) contenant les 15 haplogroupes (nombres entourés). Caractéres surlignés
en jaune : souches représentatives de chaque haplogroupe.
Caractéres 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.
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I'hémisphere Nord ; en France, il représente environ 90 % des cas de toxoplasmose donnant
lieu a l'isolement d’une souche, qu’il s’agisse de cas de toxoplasmose congénitale ou de
'immunodéprimé (89,90). Au contraire, les souches retrouvées en Amérique du Sud
présentent un profil tout a fait différent, constitué de lignées génétiguement divergentes
présentant une grande diversité intra- et intergroupes, signes d’une recombinaison par
reproduction sexuée significative dans ce sous-continent (91).

Plus récemment, I'analyse de prés de 1 000 souches de multiples origines géographiques par
I'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 a
un niveau de virulence. Celle-ci est habituellement définie en modéle murin aprés injection
intrapéritonéale de tachyzoites; cependant, la variabilité inter-espéces est forte et
I'application du modéle murin a la pathogénie humaine reste délicate (38). Les souches de
type | sont hautement virulentes, conduisant a la mort en moins de 10 jours, a de faibles
inoculums (moins de 10 parasites). Au contraire, les souches des types Il ou Il sont
considérées comme avirulentes, une inoculation de plus de 10° tachyzoites n’étant pas létale
mais induisant une infection chronique, associée pour le type Il a la génération de kystes
(38), et a une réponse immune pour le type lll 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 I'on puisse associer cette virulence a un génotype particulier, mais plutét a

une plus faible adaptation de ces souches a I’h6te humain (99).
8. Régulation de I'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 hétes. Au cours de ces
cycles, les changements sont d’ordre morphologique, mais affectent également I'expression
d'antigénes de surface et la mise en route de nouvelles voies métaboliques spécifiques a un

stade parasitaire donné; on estime entre 2 % et 5 % la proportion de genes dont
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I'expression est spécifique du stade parasitaire (100,101). Ces transformations radicales,
mais également I'adaptation du parasite a un environnement non optimal lors des phases de
vie extracellulaires, nécessitent un contréle précis de I'expression des génes a différents

niveaux.
a) Régulation transcriptionnelle

La transcription chez T. gondii est extrémement dynamique, avec de nombreux ARN
messagers (ARNm) présents uniqguement dans un seul stade. Les études du transcriptome du
bradyzoite de T. gondii ont montré une corrélation entre les niveaux d’ARNm et |'expression
de protéines spécifiques de ce stade, ce qui suggére que les transitions d’'un stade
parasitaire a un autre chez les Apicomplexes sont gouvernées par des régulations au niveau
transcriptionnel (102,103). L'analyse a 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 a une échelle génomique la
contribution majeure des processus transcriptionnels a I’expression du génome.

Ces processus restent pour l'instant peu décrits et font face a un curieux paradoxe :
nécessitant une régulation transcriptionnelle forte, les Apicomplexes semblaient quasiment
dépourvus de facteurs de transcription avec des domaines de liaison a 'ADN typiques de
ceux retrouvés chez les autres Eucaryotes (HTH, HLH, doigts de zinc), malgré la présence
d’un nombre de génes comparables et de voies de signalisation communes. Alors que la
proportion de facteurs de transcription semble augmenter avec la complexité biologique de
I'organisme, les Apicomplexes ne semblent pas suivre cette regle (104).

Une premiére réponse a ce paradoxe a été la découverte par analyse bio-informatique d’une
grande famille de genes 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 a 'ADN « AP2 » (105). La plupart de ces ApiAP2 sont trés conservés
entre especes, mais certains semblent restreints a certaines espéces présentant une méme
spécificité d’hote ou des particularités du cycle (comme la formation d’hypnozoites) (106).
Leur acquisition est probablement une conséquence de I'endosymbiose ancienne d’un

plaste non-photosynthétique, qui a abouti chez T. gondii a 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
phénomeéne similaire est observé au cours du cycle cellulaire du tachyzoite pour T. gondii
(107). Ces protéines se lient a des séquences d’ADN spécifiques en amont des genes, qui
peuvent étre multiples, suggérant une régulation transcriptionnelle d’'un méme gene par
plusieurs ApiAP2 (108); ces régulations peuvent étre positives ou négatives. Récemment,
I'équipe de M. Llinas 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 géne pfap2-
g est elle-méme 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 gamétocytogénese,
indique que I'engagement dans le cycle sexué dépend en partie de ces protéines (110).

La deuxieme réponse a 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 mammiféres (111,112). Le
remodelage nucléosomal a un impact drastique sur la régulation de la transcription des
genes eucaryotes en jouant sur le niveau de compaction de I’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
geénes cibles (112,113). Parmi les diverses modifications possibles des histones, la régulation
de l'acétylation des histones s’avere particulierement cruciale pour déterminer les profils
d’expression génique spécifiques des stades parasitaires. Ce type de régulation a été étudié
ces dernieres années par notre équipe, qui a montré que le facteur ApiAP2 TgCRC350 est
associé a 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 I'analyse globale
du niveau d’expression des transcrits et de I'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., 'un des mécanismes de régulation post-
transcriptionnels les plus étudiés ces derniéres 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 I'hélicase DOZI (119). Dans ce stade
parasitaire, cette enzyme s’associe a certains ARNm sous forme de complexes
cytoplasmiques ; cette séquestration permet de retarder la traduction de plusieurs centaines
de transcrits jusqu’a la fécondation. D’autres mécanismes impliquent la modulation de la
phosphorylation de la sous-unité alpha du facteur eucaryote d’initiation de la traduction elF2
(elF2a). Chez Plasmodium, la phosphorylation d’elF2a par la kinase IK1 constitue une
réponse au stress dii a la privation d’acides aminés essentiels (120). L’action d’IK2 entraine
par ailleurs une répression de la traduction, permettant I'entrée du sporozoite en phase de
latence chez le moustique vecteur (121). Chez T. gondii, un déficit en phosphorylation de
I'homologue de elF2a, TglF2a, entraine un ralentissement du cycle lytique et un défaut de
viabilité en conditions extracellulaires (122). Certaines kinases phosphorylant elF2a, les
GCN2 kinases, sont quant a elles activées en conditions de privation nutritive, entrainant
I'arrét de la traduction; ce mécanisme semble conservé chez les Apicomplexes pour
permettre I'entrée en latence (123). Une autre kinase impliquée dans la réponse a
I'accumulation de protéines mal repliées, PERK, participe de maniere déterminante a la
modulation essentiellement traductionnelle due au stress du réticulum endoplasmique
(124). Au total, quatre kinases ont été identifiées affectant elF2a chez T. gondii, dont
I'activité de phosphorylation participe a I'adaptation au stress via le contréle 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 premiére fois en 2011 dans des tachyzoites extracellulaires
en phase d’invasion ; ces granules, liées a 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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(TeAGO) 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 suggéerent un lien de cause
a 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, a températures non optimales) et
I'accumulation de formes clivées dans les stades bradyzoites et oocystes suggere par ailleurs
un role 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
phénomene 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
I'homme conduit a faire I’hypothese d’un réle 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 lumieére un éventail trés large de molécules
riborégulatrices chez T. gondii, de type siRNA (small interfering RNA) ou miRNA (microARN).
Les machineries RNAi (RNA interference) qui génerent ces petits ARN (enzyme Dicer) ou les
prennent en charge (protéine TgAGO) pour cibler les ARNm a 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 I’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 a

établir.
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II. Préambule a mon travail de these

1. Des protéines toxoplasmiques exportées modulent I'expression

génique de la cellule hote

A mon arrivée dans I'équipe en 2010, un des axes de recherche de I'équipe visait a mieux
comprendre la communication entre le parasite et sa cellule héte par l'identification et Ia
caractérisation de protéines exportées par le parasite apres 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 premiere
protéine de granule dense exportée au-dela de la vacuole parasitophore vers le noyau de la
cellule infectée (84). Cette protéine régule la transcription de génes de I'hGte impliqués
principalement dans le métabolisme et le cycle cellulaire. Son action est médiée par une
interaction avec 'ubiquitine-protéase HAUSP, un régulateur du suppresseur de tumeur p53,
et par une autre interaction avec la phosphatase 2A (PP2A) contribuant a la translocation
nucléaire de cette enzyme.

Une deuxiéme protéine exportée par le parasite, GRA24, promeut une réponse immune de
type Thl chez I'h6te l'infecté, en stimulant la sécrétion de plusieurs cytokines (IL-12) et
chimiokines (MCP-1) pro-inflammatoires. GRA24 agit ainsi en stimulant [|'auto-
phosphorylation de la MAP-Kinase p38a, qui stimule a son tour I'expression/activation de
plusieurs facteurs de transcription (c-Fos, EGR1, CREB...) responsables de la régulation de
I'expression des cytokines proinflammatoires. GRA24 contribue ainsi au contrdle la
réplication précoce du parasite au site d’infection dans I'intestin (85).

GRA16 et GRA24 constituent donc désormais une nouvelle famille de protéines hébergées
par les granules denses qui, une fois déversées dans |'espace vacuolaire, ont la capacité
inédite de traverser la PVM et d’étre dirigées dans le noyau de la cellule hote ou elles

modulent I'expression génique (132).

2. Une enzyme plasmodiale a 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, a I'image de son homologue humaine aux activités
cytokiniques pro-angiogéniques, posseéde un motif ELR (glutamate-lysine-arginine) -
retrouvé également dans la séquence de I'IL-8. Cependant, dans la version humaine, ce
motif nécessite, pour se retrouver exposé a la surface de la molécule, le clivage d’un peptide
EMAP ll-like C-terminal et la libération de la forme mini-TyrRS, tandis que la version
plasmodiale exprime ELR de maniére 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 I'absence d’un signal d’export dans sa séquence.
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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 falcipaine 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; contrbles : 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 méme maniere, 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 a 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-a 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 role
de PfTyrRS dans la virulence semble étre confirmé par son interaction avec les macrophages,
gui augmente également I'expression de VCAM-1 et ICAM-1, molécules impliquées dans la
virulence du parasite liée au phénomene de cyto-adhérence dans les capillaires veineux.

Cette fonction « non canonique » de PfTyrRS, c’est-a-dire qui joue, en plus de son activité
enzymatique, le role d’'une cytokine parasitaire et de facteur de virulence, a inspiré notre
équipe qui était en recherche de facteurs parasitaires secrétés au-dela de la vacuole. Se
posait dés lors la question de la (des) fonction(s) de I’lhomologue de PfTyrRS chez T. gondii :

s’agissait-il d’une PSP a action cytokinique impliquée dans le déroulement de I'infection ?
3. Un homologue de la protéine p43 serait présent chez T. gondii

Alors qu’émergeait ce questionnement, I'intérét de notre équipe se renforgait pour une
protéine identifiée en spectrométrie de masse comme un homologue de p43, co-purifiée
avec TgAGO lors de I'étude des petits ARN régulateurs (données non publiées), et que nous
appellerons Tg-p43.

La protéine p43 humaine est un précurseur du peptide EMAP Il (endothelial monocyte-
activating polypeptide 1I). 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 I'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-angiogénes (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 Il entraine également une régulation positive des
récepteurs au TNF-o, et est capable de rendre sensible au TNF-o. des tumeurs résistantes

(138).

Notre hypotheése initiale était donc que Tg-p43 pourrait, de maniére similaire, jouer un réle
de cytokine ou de précurseur de cytokine chez T. gondii, avec potentiellement une action de
manipulation de la réponse immunitaire de I’hote. Le fait qu’elle soit co-purifiée avec TgAGO
suggérait par ailleurs un réle dans la machinerie d’ARN interférence. Enfin, une des
principales caractéristiques de la protéine p43 est son association a certaines enzymes de la
famille des aminoacyl-ARNt synthétases (a laquelle appartient la Tyrosyl-ARNt Synthétase)
au sein d’'un complexe multiprotéique appelé MARS (139). S'il en était de méme chez
T. gondii, il était envisageable que Tg-p43 puisse alors jouer un réle de coordination entre les
potentielles fonctions cytokiniques qu’elle-méme et ses partenaires supposées pourraient

jouer. Afin de tester ces hypothéses, je me suis intéressé a Tg-p43 et a 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 indiquérent trés rapidement que Tg-p43 ne
présentait pas le profil d’'une cytokine, la protéine endogene n’étant jamais observée par
immunofluorescence en dehors du cytoplasme du parasite. Par ailleurs aucune de nos
purifications biochimiques utilisant Tg-p43 comme appat n’a permis de retrouver
I'interaction avec la protéine TgAGO, ce qui rend I'hypothése 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.

Aprés une synthese 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, ou elles participent au chargement d’un acide
aminé sur une molécule dédiée d’ARNt, une étape initiale du processus de synthese
protéique (140). Cette réaction d’aminoacylation conduit a la formation d’un ARNt dit
« chargé » de son acide aminé correspondant. Cet ensemble est ensuite amarré a un facteur
d’élongation, qui le transporte jusqu’au sein du complexe ribosomal, ou il sert d’unité
d’élongation lors de la synthése protéique, selon le modeéle fourni par la molécule d’ARN
messager (ARNm). Parce que cette réaction d’aminoacylation de I’ARNt établit I’algorithme
de correspondance entre un acide aminé et un triplet nucléotidique, I'apparition de ces

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

La réaction d’aminoacylation de I’ARNt se déroule en deux étapes (Figure 7). Lors de la
premiere étape d’activation de I'acide aminé, une molécule d’ATP (ou rarement d’un autre
nucléoside triphosphate) et I’acide aminé sont liés, au sein du site actif de I'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 I’AMP). En amont de la deuxiéme étape intervient une ARNt-
nucléotidyl-transférase qui ajoute a l'extrémité 3’ de I’ARNt une terminaison CCA. Le
carbonyle de I'aminoacyl-adénylate lié a I'aaRS peut alors étre attaqué par l'extrémité
hydroxylée en 2’ ou 3’ de l'adénosine terminale de la molécule d’ARNt. En résulte
I'estérification de I’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 I'enzyme (140).

aa + ATP + aaRS = aaRSeaa-AMP + PPi (1)

aaRSeaa-AMP + ARNt* = aaRS + aa-ARNt* + AMP (2)

Figure 7. La réaction d’'aminoacylation catalysée par I'aminoacyl-ARNt-synthétase
(1) : activation de I'acide aminé
(2) : transfert du groupe aminoacyl vers I’ARNt
Abréviations :
aa : acide aminé
ARNt*® : ARNt spécifique de I'acide aminé aa
aa-AMP : aminoacyl-adénylate
aa-ARNt™: ARNt chargé
aaRS : Aminoacyl-ARNt synthétases spécifique de I'acide aminé aa
ATP : adénosine-triphosphate
AMP : adénosine monophosphate
PPi : pyrophosphate inorganique

2. Controle de qualité de la réaction d’aminoacylation

La rigueur de la lecture du code génétique est une condition indispensable a une synthese
protéique correcte. Afin d’éviter I'apparition de mutations dans le protéome, I'appariement
d’un acide aminé a ’ARNt doit donc étre hautement controlé. La fidélité de I'aminoacylation
est obtenue par la mise en jeu conjointe d’éléments de controle positifs (production et
reconnaissance des appariements corrects) et négatifs (détection et élimination des
mésappariements) (142). La spécificité de I'appariement et les mécanismes de corrections
des erreurs permettent d’atteindre une fréquence d’erreurs relativement faible, de I'ordre

de 107 2 107°(143,144).
a) Mécanismes assurant la spécificité de la réaction

L'acide aminé fait I'objet d’une reconnaissance spécifique, liée a des interactions entre

I'aaRs et la chaine latérale de I'acide aminé. Cependant, ce fonctionnement peut étre pris en
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défaut, essentiellement pour les acides aminés a chaines aliphatiques courtes et sans motif
trés discriminant : glycine, alanine, valine, isoleucine, sérine et thréonine (143).

La spécificité de reconnaissance de I’ARNt est quant a 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 I’ARNm. Le bras accepteur de I'acide aminé joue également un
réle important dans cette spécificité, avec la présence d’une base discriminante pres de

I'extrémité 3’ (145). Pour certains ARNt (spécifiques de la sérine et de I'alanine), I'anticodon
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Figure 8. Représentation schématique d'un ARNt (d’apres (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 étre chargés par le méme acide aminé. Ces
ARNt dits « isoaccepteurs », sont codés par différents genes et peuvent présenter des
variations de nucléotides dans I'anticodon (tout en gardant la méme spécificité d’acide

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

I’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
précede |"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 I'aminoacyl-adénylate incorrect (correction pré-transfert), soit de la
liaison ester de I'aminoacyl-ARNt incorrect (correction post-transfert) (144). Cette action est
possible grace a la présence intrinseque dans la structure de ces aaRS de domaines
correcteurs dédiés (editing domains) a activité hydrolytique, retrouvés dans 9 des 20
principales aaRS. Dans certains cas, ces domaines de relecture existent de maniere
indépendante dans des hydrolases nommées ARNt-déacylases (147). Il est possible que ces
domaines autonomes aient été intégrés au cours de I'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 I'enzyme codée par le géne de la Prolyl-RS de
I’Archée Methanococcus jannaschii, capable de catalyser les aminoacylations correctes des
ARNt"™ et ANRt™*® (151).

A la différence des Procaryotes, les Eucaryotes possédent un répertoire complet de 20
aminoacyl-ARNt synthétases correspondant aux 20 acides aminés les plus fréquemment
utilisés dans la synthese des séquences polypeptidiques (142). En théorie, il existe un sous-
ensemble de 20 aaRS dans chaque compartiment ou 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 genes d’aaRS
mitochondriales, suggérant des phénomeénes de transfert, de duplication ou de pertes de

génes au cours de l'évolution (153). En regle générale, les différentes isoformes sont
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synthétisées dans le cytosol, a partir de genes nucléaires ; les formes mitochondriales sont
transportées dans I'organite de maniére post-traductionnelle, ou elles pourront prendre part
a 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 étre codées par deux genes
différents (cas des Leucyl-, Histidyl-, Isoleucyl-, Phénylalanyl-, Tryptophanyl-, Séryl-RS
humaines) (154). Certaines aaRS sont au contraire encodées par un géne unique ; dans ce
cas, les deux versions d’'une aaRS peuvent étre générées par deux mécanismes différents : 1)
la présence sur le transcrit de deux sites d’initiation de la traduction, conduisant a la
synthése de deux protéines différentes, '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'lsoleucyl-RS de
Trypanosoma brucei (157)). Possédant un troisieme compartiment traductif hébergé par les
plastes, les plantes devraient théoriguement disposer d’'un ensemble supplémentaire
d’isoformes chloroplastiques spécifiques a cet organite; on observe au contraire chez
Arabidopsis thaliana une situation extréme ou 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 Il).

La classe | regroupe des enzymes généralement monomériques, a I'exception des enzymes
dimériques Tyrosyl-RS et Tryptophanyl-RS, et de la Méthionyl-RS, dimérique exclusivement
chez les Procaryotes (159). Elles possédent au sein de leur site actif, prés de I'extrémité
amino-terminale (N-terminale), un domaine replié de type Rossmann-fold, (RF) (160). Les RF,
retrouvés de maniére ubiquitaire dans différentes familles protéiques se liant aux composés
adénylés, comme certaines déshydrogénases et kinases (149,159), contiennent un domaine
de liaison a 'ATP et un domaine de liaison a I'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 a I’ATP et en stabilisant I'état transitoire lors de I'étape
d’activation de I'acide aminé (162). Lors de la deuxieme étape, les aaRS de classe | abordent
'ARNt par le sillon mineur du bras accepteur de la molécule, et lient I'acide aminé a
I’hydroxyle en 2’ du ribose terminal de ’ARNt (143).

A l'inverse, les enzymes de classe Il sont rarement monomériques, la Glycyl-RS et la
Phénylalanyl-RS présentant la particularité d’exister sous forme hétérotétramérique de
formule a,B; (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 béta antiparallele contenant 3 motifs consensus (appelés 1, 2 et 3),
flanqué d’une hélice alpha (158). Le motif 1 fait partie de I'interface de dimérisation, alors
qgue les 2 et 3 constituent le site d’aminoacylation, dont certains résidus-clés permettent le
positionnement correct du substrat (143,163). Lors de la deuxieme étape, les aaRS de classe
Il abordent I’ARNt par le sillon majeur de son bras accepteur, et lient I'acide aminé a
I’'hydroxyle en 3’ du ribose terminal (a I'exception de la Phénylalanyl-RS) (143). La différence
de site actif entre les deux classes entraine la fixation de I’ATP dans une conformation
étendue pour la classe |, et repliée pour la classe Il. Enfin, contrairement aux aaRS de classe |
dont I'étape de relecture, quand elle est présente, réside dans I'activité du domaine CP1, les
enzymes de classe Il 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 a reclasser certaines aaRS, et reconnu 5 sous-classes pour les aaRS
de classe | (Tableau Il) (164). A titre d’exemple, les aaRS de classes Il sont principalement
subdivisées en fonction de la nature de leur domaine de liaison a I'anticodon : alors que celui
de la classe lla présente une topologie structurale conservée o/B, celui de la classe Ilb 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 |

Classe Il

Structure du site actif

Motifs caractéristiques

Conformation de I’'ATP

Sous-classe (structure quaternaire)

Rossmann

HIGH et KMSKS
étendue

la
Méthionyl-RS (o, a2)
Leucyl-RS (o)
Isoleucyl-RS (o)
Valyl-RS (o)

Ib
Cystéinyl-RS (o)
Glutamyl-RS (o)
Glutaminyl-RS (o)

Ic
Tyrosyl-RS ()
Tryptophanyl-RS (o)

Id
Arginyl-RS ()
le
Lysyl-RS | (o)

feuillet béta antiparalléle
motif 1, motif 2, motif 3
repliée

lla
Séryl-RS (o)
Prolyl-RS (o)
Thréonyl-RS (o)
Glycyl-RS (o)
Histidyl-RS (o)

b
Aspartyl-RS (o)
Asparaginyl-RS (o)
Lysyl-RS Il (o)

llc
Phénylalanyl-RS ((aB),,a)
Glycyl-RS ((aB)2)
Alanyl-RS (ay, a)

Tableau Il. Classification des aaRS (d’aprés (150,166))

5. Considérations évolutives

Les aaRS sont des enzymes trés anciennes qui auraient participé au cours de I'évolution a la
transition entre un supposé « monde d’ARN » et 'avénement des protéines. En effet, elles
existaient au premiers moments du développement de la vie sur Terre, avant son
éclatement en différents régnes, et sont retrouvées aussi bien chez les Eucaryotes que chez
les Procaryotes (167).

Les aaRS pourraient avoir évolué a partir de molécules plus simples, principalement des
protéines capables de se lier a 'ARN. L'existence d’aaRS multifonctionnelles chez certains
micro-organismes conduit a suggérer que les aaRS contemporaines ont dérivé d’enzymes

ancestrales de large spécificité de substrat (151). Un ancétre catalytique commun
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correspondant au coeur actif canonique aurait précédé les enzymes actuelles des deux
classes, puis évolué a travers I'acquisition séquentielles de domaines accessoires, conférant
la spécificité de liaison a I’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 a leurs homologues procaryotes

(142) (Figure 9).

GST domain
N-terminal single helix
vaRs S b w1264 GluProRS EEM - 11512
AspRS  {* v #5500 | \ /
WHEP WHEF
LysRS (- o b 597 CysRS .77 ':’ —% D 748 MetRS - = = 900
AsnRS == 4§ b sae |IMSCp18 <M 174 haiirerd
| w2 WHEP GyRS R 6
([ - domain Qi
MSC p38 ==fiij 320 HisRS X F = 509
—
Lz EMAPII domain  WHEF
/ r
MSC p43 (i 312 TymRs | s s> TreRS 4 HESp 471
Lz —
.
- . = 660
ArgRS F SerRS ¢ o b ol s ThrRs = o y L 723
Leucine-zipper motif
PheRS« (0K ¥ K =508 LeuRS 1+ ¥ =~ 1176
B 589 e
lleRS 4 - o H) 1266
GInRS 4 X ™ - » 775

T Other appended sequences

Figure 9. Domaines additionnels retrouvés au sein des aaRS et leurs protéines
accessoires chez 'Homme (168)
Domaines catalytiques conservés : cadres blancs ; domaines de reconnaissance de

I’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 méme
fonction peut étre considérée comme un exemple d’évolution convergente (149). Les aaRS
de classe Il 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 llb, conférant a
celles-ci une meilleure efficacité de liaison a I'anticodon que les enzymes de la sous-classe lla

(165).
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En regle générale, une aaRS d’une spécificité donnée appartient toujours a la méme classe,
guel que soit I'organisme considéré, observation qui reflete I'évolution trés ancienne de
cette famille protéique (158). La Lysyl-RS est la seule aaRS a enfreindre cette régle, puisque
deux enzymes distinctes affichant la méme spécificité coexistent, I'une possédant les
caractéristiques de la classe | et I'autre celles de la classe Il. L'enzyme de classe | semble étre
apparue en premier, puis aurait été remplacée par I’aaRS de classe Il dans la plupart des
branches de I'évolution (150), de sorte que cette derniere est la seule présente chez les
Eucaryotes actuels, quand I’'enzyme de classe | subsiste dans de nombreux embranchements
des Archées et des Bactéries, avec parfois une coexistence des deux enzymes au sein d’un

méme organisme (169).
6. Fonctions non canoniques

L'acquisition au cours de I’évolution de domaines accessoires aux extrémités amino- et
carboxy-terminales des domaines catalytiques, essentiellement chez les Eucaryotes
supérieurs, confere aux aaRS des fonctions autres que I'activité canonique d’aminoacylation
des ARNt (170). Ces activités alternatives peuvent s’exprimer au niveau intracellulaire
(régulations transcriptionnelle et traductionnelle, transport d’ARNt), ou apres sécrétion dans
le milieu extérieur (fonctions cytokiniques). Elles peuvent ainsi réguler un large spectre de
processus biologiques comme |'apoptose, I'angiogénese, la tumorogénese, la réponse
immune ou la différenciation tissulaire (171). Quelques exemples de ces fonctions non
canoniques sont mentionnés ci-apres. 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 étre directement impliqués, soit par la mise a profit d’'une surface non utilisée dans
I'activité canonique de traduction, soit par le biais d’une protéolyse exposant de nouveaux
éléments structuraux au sein méme du site actif (168). Lorsque I'aaRS s’avere
multifonctionnelle a I'état natif, elle peut étre 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
gue de nombreuses protéines, voire la plupart, soient dotées de fonctions multiples, dont la
découverte se fait progressivement (173). Il a été suggéré que lI'apparition de fonctions

additionnelles au cours de I'évolution favoriserait la duplication de génes, la présence de
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deux versions d’'une méme protéine permettant de supporter une mutation affectant

spécifiquement une fonction au bénéfice de I'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 a 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 ApsA) comme produit secondaire de la réaction

Lys

d’aminoacylation de 'ARNt™, par réaction du Lysyl-adénylate lié a la Lysyl-RS avec une

molécule d’ATP (au lieu d’un pyrophosphate) (174) (Figure 10).

Lys + ATP + LysRS = LysRSeLys-AMP + PPi (1)

LysRSeLys-AMP + ATP = LysRS + Lys + ApsA (2)

Figure 10. Réaction de formation d’Ap;A
(1) : activation de I'acide aminé
(2) : attaque du lysyl-adénylate par I'ATP
Abréviations :
Lys: lysine
Lys-AMP : lysyl-adénylate
LysRS : Lysyl-ARNt synthétase
ATP : adénosine-triphosphate
PPi : pyrophosphate inorganique
Ap.A : diadénosine tétraphosphate

Ce messager secondaire, en se liant au répresseur Hint-1, libére le facteur de
transcription MITF (microphtalmia-associated transcription factor) impliqué dans I'activation
de la transcription de médiateurs de I'allergie dans les mastocytes. Plus de la moitié des aaRS
sont capables de catalyser cette réaction, mais la Lysyl-RS est a I'origine de 70 a 80 % de la
production de Ap4A, et constitue le seul levier d’augmentation de la transcription dans les
mastocytes (175). La production d’Ap;A a également été observée chez des Procaryotes
(Salmonella enterica) mais plutét identifiée a un élément de réponse a des conditions de

stress, et qualifiée a ce titre d’« alarmone » (176).
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b) Régulation traductionnelle par EPRS

La fonction dans la répression post-transcriptionnelle de I'aaRS bifonctionnelle Glutamyl-
Prolyl-RS (EPRS) a été montrée en 2004 (177). Cette aaRS intervient comme composant du
complexe tétramérique GAIT (IFN-y-activated inhibitor of translation). Ce complexe est
observé dans le cytosol de cellules myéloides stimulées par la présence d’interféron gamma
(IFN-y) ; il est capable de se lier a un élément GAIT contenu dans une tige-boucle de la région
non-traduite en 3’ (3’-UTR) de 'ARNm de nombreux médiateurs de I'inflammation comme la
céruloplasmine ou le VEGF-A, empéchant 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).
¢) 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 a
la transformation maligne. Elles peuvent également jouer un réle important dans la
progression cancéreuse, en modulant l'angiogénése tumorale et son échappement au
systéme immunitaire (179). L'existence de ces activités cytokiniques adossées a 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 a ce titre paradigmatique : I'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 Il. In vitro, ce peptide « EMAP ll-like » affiche de maniére similaire a
'EMAP 1l un pouvoir chimiotactique puissant sur les leucocytes mononucléés et les
polynucléaires, et stimule la production de myéloperoxydase, TNF-a 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 a lui une activité
chimiotactique vis-a-vis des polynucléaires, mimant I'action de I'lL-8 en se liant au mémes
récepteurs. Ces deux molécules a 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 angiogéne similaire a I'IL-8,
capable d’induire la migration de cellules endothéliales in vitro et de stimuler 'angiogénese
in vivo en modeles animaux (murin et aviaire) (183). De maniére analogue a la Tyrosyl-RS, il
existe une version tronquée de la Tryptophanyl-RS pouvant étre générée soit par épissage
alternatif (induit par I'IFN-y), soit par clivage (en présence d’élastase). Cette mini-TrpRS se
comporte alors comme un inhibiteur de I'angiogénése, capable d’inhiber les effets pro-
angiogénése de la Tyrosyl-RS (183,184). Les effets antagonistes remarquables de ces deux
aaRsS, de structures pourtant trés proches, suggérent I'existence d’une fine régulation de la

balance des stimuli pro-/antiangiogénes (185).
7. Association a 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-mémes, un nombre, variable selon les espéces, de protéines
accessoires permettant I'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’aprées leur masse apparente (en
kDa) : p43 (AIMP1), p38 (AIMP2), et p18 (ou AIMP3) (186). A I'image des aaRS, les AIMP des
Eucaryotes pluricellulaires sont dotées de fonctions apparemment distinctes de leur role
structural au sein du complexe MARS, essentiellement liées a certains domaines conservés

présents dans leur structure.

a) AIMP1 ou p43

Roéles liés au domaine C-terminal EMAP Il-like

Au-dela des effets dus au peptide EMAP libéré par clivage (cf. plus haut), la protéine p43
intacte présente elle-méme des activités cytokiniques. Certaines de ces activités sont
partagées avec EMAP Il car dues a des interactions entre son domaine EMAP Il et divers
effecteurs (187). Sécrétée par les cellules de mammiferes, p43 stimule ainsi I’expression de

facteurs pro-inflammatoires (dont le TNF-a et I'IL-8) par les monocytes/macrophages (188).
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Une action anti-angiogéne (inhibition de la prolifération des cellules endothéliales) a
également été caractérisée, liée a une interaction avec la sous-unité a de 'ATP synthase, son
récepteur a surface des cellules-cibles (189) qui a été proposée comme médiateur cellulaire
de I'angiostatine. Mais p43 serait aussi impliquée dans le rétrocontréle négatif du TGF-B : la
fixation de son extrémité C-terminale a Smurf2 empéche l'ubiquitination de ce régulateur
négatif du TGF-B et sa donc dégradation (190).

L’analyse cristallographique de I'extrémité C-terminale de p43 a révélé au sein du peptide
EMAP Il un site de liaison non spécifique a I’ARNt basé sur un motif de type OB-fold (191)
tres proche de celui de la protéine de liaison a I’ARNt Trbp111 retrouvée chez la bactérie
Aquifex eolicus (192). Le domaine EMAP Il a ainsi probablement évolué par accumulation de
mutations, d’une fonction accessoire de liaison a I’ARN vers une fonction de facilitation

d’interactions protéiques hors du complexe MARS et de la traduction (168).

Réles 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 |ésé, le TNF-a attire les macrophages qui sécretent alors p43.
Le domaine N-terminal de p43, contenant le motif LZ, est responsable d’une prolifération
fibroblastique et d’une synthese accrue de collagene, via une interaction de ce domaine avec
la kinase Erk (193). Le role ambivalent de p43 dans I'angiogénese, provoquant a faible dose
la migration de cellules endothéliales, mais induisant a forte dose I'apoptose, est également

attribuable a son domaine N-terminal (194).

Sans étre attribués a un domaine particulier de p43, d’autres mécanismes ont été associés a
cette protéine. Elle serait ainsi impliquée dans I’"homéostasie du glucose : sécrétée par le
pancréas aprés déplétion en glucose, son action hormonale engendre un ensemble d’effets
mimant ceux du glucagon (195). Un role dans la réaction auto-immune découle de son
association a la protéine de choc thermique (heat shock protein) gp96 impliquée dans la
stimulation auto-antigénique. L'interruption du géne p43 en modele murin entraine 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 a |'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 trés variées et aux multiples fonctions,

dépendantes du contexte et de la cible cellulaire.
b) AIMPZ2 ou p38

p38 intervient en tant que médiateur de la régulation du proto-oncogéene c-myc par le TGF-
B. Le TGF-B induit I'expression et promeut la translocation de p38 vers le noyau, ou elle
régule négativement la transcription de c-myc en se liant a 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 a la différenciation de certaines
cellules alvéolaires, p38 intervient donc au cours de I'embryogénése, et notamment de la
différenciation pulmonaire.

En 2005, il a été montré que p38 constitue I'un des substrats de I'ubiquitine-protéine ligase
E3 codée par le gene 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 entraine I'accumulation de protéines toxiques,
déclenchant I'apoptose ; p38 pourrait ainsi jouer un role dans la neurodégénération et la
pathogénese 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 oup18

De maniére similaire a p38, p18 présente une activité suppressive de tumeur : la délétion bi-
allélique de p18 chez la souris s’avére létale et 'hétérozygotie entraine une haute sensibilité
a la tumorogénése spontanée. L'altération de ’ADN par I'exposition a des rayonnements UV
induit la translocation nucléaire de p18. Cette protéine régule alors positivement p53 par
une interaction via son domaine GST (homologue a I'extrémité C-terminale de la Glutathion-
S-transférase) avec ATM et ATR, deux sérine/thréonine kinases impliquées dans les

processus de réparation de I’ADN (réponse dépendante de p53) (201).
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Ainsi, hors de leur réle structural et potentiellement régulateur au sein du complexe MARS,
les trois AIMP des Eucaryotes supérieurs semblent posséder des fonctions propres dans le

contrdle du devenir cellulaire.
8. Maladies liées a des dysfonctions des aaRS

De nombreuses mutations affectant plusieurs aaRS humaines, cytoplasmiques et
mitochondriales, ont pu étre associées a la survenue de maladies.

Les anomalies concernant neuf des aaRS mitochondriales sont liées a un large éventail
d’encéphalopathies et de myopathies. Les mutations affectent I'activité d’aminoacylation de
I'aaRSs (et parfois de la relecture), entrainant un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale.

Les anomalies liées aux aaRS cytoplasmiques sont associées a 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), I'homogénéité de la maladie consécutive suggere 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 tres 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, I'apicoplaste héberge des
mécanismes alternatifs de glutaminylation: une amidotransférase permet par exemple,
aprés I'action de la Glutamyl-RS sur un ARNt®™, d’amider le Glutamyl-ARNt®"™ en Glutaminyl-
ARNt®™, contournant ainsi I'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 genes d’aaRS ont été identifiés dans le
génome de Plasmodium falciparum au lieu de 60 théoriques (203) si on considere les trois

sous-compartiments ol la traduction est attendue (le cytoplasme, la mitochondrie et
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I'apicoplaste). Les mémes 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 I’Alanyl-, la Glycyl- et la Thréonyl-RS de P. falciparum
(codées chacune par un seul géne) sont localisées a la fois dans le cytosol et I'apicoplaste
(206). De méme, 6 aaRS codées par un géne 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
entierement 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 compléetement dépendante de la
contribution cytosolique. Cette hypothése suggére une évolution de ces parasites vers une
simplification maximale du génome mitochondrial, comme c’est déja le cas pour
Cryptosporidium qui héberge uniqguement un vestige de mitochondrie, le mitome.

L'apicoplaste héberge quant a 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 I'apicoplaste et la
fusion avec la premieére membrane apicoplastique. Un appareillage d’import chloroplastique
tres simplifié permet ensuite la traversée de la deuxieme membrane (80). Cette séquence
d’adressage N-terminale est retrouvée pour au moins trois aaRS chez Plasmodium spp. (la
Cystéinyl-, I’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 I'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 role de Tg-p43. Nos investigations nous ont
amenés a analyser la composition de l'interactome de cette protéine et donc a décrire le
complexe MARS de T. gondii. En étroite collaboration avec I'’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-méme 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 a cet article et
closent le chapitre. Une partie discussion correspondant a 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 a un géne enregistré dans la
base de données génomiques ToxoDB sous le numéro d’acces 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 a ’ARNt de type EMAP lI-like en C-terminal (lui-
méme composé d’un domaine de liaison a I’ARNt désigné Myf ; PONE, figure 1). Aprés une
recherche des homologues de ces deux domaines, nous montrons des homologies
significatives entre Tg-p43 et les AIMP connues de 'Homme et de S. cerevisiae. Le domaine
GST de Tg-p43 partage ainsi 20 % d’identité de séquence avec le domaine GST de Arclp,
17 % avec celui de p18 et 15 % avec celui de p38. Le domaine de liaison a I’ARNt de type
EMAP Il de Tg-p43 partage 30 % d’identité de séquence avec celui d’Arclp et 25 % avec celui
de p43. Ces homologies classent cette protéine parasitaire dans la famille des AIMP, avec
une proximité structurale forte vis-a-vis d’Arclp ; elle peut aussi étre 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 role d’une cytokine a
I'image de p43 et du peptide EMAP Il généré par clivage chez les Eucaryotes supérieurs.
Nous avons généré des parasites exprimant de maniére stable la protéine endogéne 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 | (RHAKu80) et
une souche kystogéne de type Il (PruAKu80). Ces souches, dérivées des souches cliniques RH
et Prugniaud classiquement utilisées en recherche, présentent I'intérét d’un trés faible taux
de recombinaison hétérologue, conféré par I'absence du géne codant Ku80, une protéine
responsable de la réparation de I’ADN par recombinaison hétérologue. Apres transfection et
sélection, les parasites recombinants étaient cultivés sur fibroblastes humains, fixés au stade
intracellulaire, et I'étiquette protéique Myc était visualisée par immunofluorescence (PONE,
figure 4A). Dans les différentes souches testées, les signaux correspondant a 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 hotes infectées,
traduisant I'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
guantités suffisantes a I'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 dimere (PONE, figure 2D) soulignent la
tendance de cette protéine recombinante a I'oligomérisation. L’analyse en spectroscopie par
dichroisme circulaire (CD) a également permis de déterminer la répartition des différentes

structures secondaires (hélice a, feuillet B, 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
I'importance de cette protéine dans le développement parasitaire. Pour ce faire, le géne Tg-
p43 a été interrompu et remplacé par recombinaison homologue par une cassette de
sélection de résistance a la pyriméthamine dans un fonds génétique de type |

(RHAKU80Ap43) ou de type Il (PruAKu80Ap43) (PONE, figure S1).
i.  Analyse du phénotype des parasites mutants Ap43 in vitro

Une altération des capacités de croissance in vitro était initialement observée avec la souche
de type | produite, qui présentait quelques difficultés a I’entretien en culture sur fibroblastes
(diminution de la vitesse de lyse d’un tapis cellulaire de 25 cm? par rapport a la souche
parentale). Des études préliminaires utilisant I'incorporation préférentielle d’uracile tritié
par les parasites en croissance in vitro échouerent a mettre en évidence de maniere
reproductible une diminution de la vitesse de croissance de cette souche, comparée a la
souche parentale RHAKu80 (données non montrées). D’apres le comportement du parasite
observé lors de I'entretien quotidien de la souche (dont la capacité a lyser une boite entiere
semblait fortement ralentie lorsque le réensemencement d’une nouvelle boite était
retardé), I’hypothése la plus probable était un défaut de survie des tachyzoites en milieu
extracellulaire. Afin de tester cette hypothese, 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 RHAKu80Ap43 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 RHAKu80Ap43 en milieu extérieur. Cependant ce
défaut n’a pas pu étre répété dans un autre fond génétique (création de la souche

RHAKu80Ap43-YRS-HA-FLAG) (cf. plus loin). Les résultats étaient méme relativement
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contradictoires, avec une survie plus élevée des parasites modifiés aprés 6 heures de
prétraitement extracellulaire (Figure additionnelle 1).

De la méme maniere, 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 RHAKu80Ap43
gue pour la souche parentale, aucune différence n’était observée entre RHAKu80Ap43-YRS-
HA-FLAG et sa souche parentale (données non montrées).

Par conséquent, il est tres probable que le défaut constaté sur la souche issue de la premiére
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 Il (PruAKu80Ap43). L'altération
phénotypique observée pourrait étre la conséquence d’une insertion aléatoire ailleurs dans

le génome.

ii. Analyse du phénotype des parasites mutants Ap43 in vivo

Nous avons comparé la virulence et la kystogénese en modele murin entre le mutant Ap43
et sa souche parentale par inoculation intrapéritonéale de tachyzoites. Aucune modification
de létalité n’a été constatée avec les souches de type | ou de type Il inoculées a la souris
Swiss a des doses létales (Figure additionnelle 2). La kystogénése 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 Il 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 a une chromatographie d’affinité sur une résine portant des
anticorps dirigés contre I'étiquette peptidique FLAG. L'analyse des éluats par spectrométrie
de masse a révélé que Tg-p43 est associée a 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 méme pour un lysat issu d’'une souche PruAKu80 (Figure additionnelle 5).

Afin de confirmer la réciprocité des interactions, nous avons purifié le complexe en utilisant
les partenaires de Tg-p43 comme appats. Des parasites exprimant des versions étiquetées

de MRS et YRS ont été créés. La présence de I'étiquette n’induit aucune altération visible de
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la croissance des parasites. Par contre, I'étiquetage de QRS et ERS n’a pas été possible,
suggérant une possible létalité due a 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 I'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 role supposé de Tg-p43 dans l'assemblage du complexe et d’identifier
d’éventuels sous-complexes formés en son absence, le geéne 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 I'absence du
complexe MARS (PONE, figure 5A), traduisant I'interaction directe d’YRS et de MRS avec Tg-
p43 et/ou le role de cette protéine dans la mise en place et le maintien de 'ultrastructure.
Afin de déterminer si les deux extrémités de la protéine Tg-p43 sont nécessaires a
I'assemblage, un mutant n’exprimant que les 296 acides aminés de I'extrémité N-terminale
de Tg-p43 a été produit par insertion de I'étiquette protéique au sein de la séquence
codante du gene Tg-p43. Les protéines co-purifiées avec cette version tronquée AC-Tg-p43-
HA-FLAG étaient les mémes qu’avec la version native, indiquant que la partie N-terminale
(incluant le domaine GST) de Tg-p43 est suffisante a I'assemblage du complexe (PONE, figure
5B).

Pour déterminer si QRS interagit directement avec Tg-p43, les protéines contenues dans les
lysats des souches RHAKu80-p43-Myc-FLAG et RHAKuU80-ATg-p43 ont été séparées par SEC.
L’analyse des fractions montre que QRS est associé a Tg-p43 au sein des fractions de haut
poids moléculaire (de 0,3 a 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 espéces 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 a un homo-oligomeére.

Si la masse maximum du complexe avoisinait 1,5 MDa, les espéces co-éluées avec Tg-p43-
Myc-FLAG apparaissaient cependant distribuées de maniére 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’espéces de bas poids
moléculaire (PONE, figure 6D). Le profil obtenu a partir de AC-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 a partir de MRS et p43 n’ayant pas permis d’obtenir une
homogénéité de taille. L'observation apres contre-coloration a I'acétate d’uranyle montrait
la présence d’entités de taille homogene et bien séparées, mais moins distinctes que ce qui
pouvait étre attendu pour une structure macromoléculaire dense (PONE, figure 7A et B). A
I'aide de programmes informatiques de traitement d’images, des vues représentant la
moyenne de |I'ensemble des images apres pré-centrage (PONE, figure 7C) ou pré-centrage et
alignement rotationnel d’un sous-ensemble d’images de forme hélicoidale (PONE, figure 7D)
étaient produites. Dans tous les cas, ces analyses concordaient a établir I'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, apres
moyennage des images, apparaissent comme un large anneau dont '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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Abstract
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complexes. By targeting the tyrosyl-tRNA synthetases subunit, which was found exclusively in the complete 1 MDa
complex, we were able to directly visualize MARS particles in the electron microscope. Image analyses of the negative stain
data revealed the observed heterogeneity and instability of these complexes to be driven by the intrinsic flexibility of the
domain arrangements within the MARS complex. These studies provide unique insights into the assembly of these
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Introduction aaRSs, some of these aminoacyl-tRNA synthetase-interacting
multifunctional proteins (AIMPs) have regulatory roles as
cytokines or precursors thereof [6]. Notably, p43 is known to be
cleaved into EMAP II, a secreted peptide implicated in apoptosis

Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRSs) are responsible for
correctly charging tRNA molecules with their cognate amino
acids, the essential precursor step of protein translation in all life

e - ) induction and angiogenesis [7]. Detailed protein-protein interac-
[1]. While certain aaRSs are absent in prokaryotes, eukaryotes on

tion studies [8] however have shown that the most important roles
of the AIMPs is as the principal factors driving the assembly of
MARS complexes. Specifically, it is now understood that dimers of
the p18 and p43 scaffold proteins are each responsible for the
assembly of separate subcomplexes which are then brought into
association by their interactions with a dimer of p38 [9]. In
addition to the interactions affected by the scaffold proteins there is
also strong evidence for direct associations between aaRSs [10].
Surprisingly, the MARS complex from the nematode Caenorhabditis
elegans differs by the absence of the p18 and p43 scaffold proteins,

the other hand possess a full complement of the 20 synthetases and
these often contain additional non-catalytic regions, making them
on average larger than their prokaryotic counterparts [2]. It is
these N- and C-terminal extensions, and their derivatives, that
endow the eukaryotic aaRSs with their non-canonical functions
including their roles as cytokines responsible for eliciting inflam-
matory and apoptotic responses [3,4].

In eukaryotes a subset of these aaRSs are arranged into a stable
cytoplasmic assembly called the multi-aminoacyl-tRNA synthetase
complex (MARS). The largest and best described complex is found
in higher ecukaryotes, from vertebrates to arthropods, and
comprises nine aaRSs from both class I and II: aspartyl (DRS),
lysyl (KRS), glutaminyl (QRS), methionyl (MRS), arginyl (RRS),
leucyl (LRS), isoleucyl (IRS), and the bifunctional glutamyl-prolyl
aminoacyl-tRNA synthetase (ERS,PRS), together with three
accessory proteins: pl8, p38, and p43 [5]. As in the case of the

and only contains eight of the nine aaRS (seven of which are
common) present in the human complex [11]. In addition to the
assemblies discovered in metazoans, a rather limited and well
characterized MARS complex has been isolated from the yeast
Saccharomyces cerevisiae. It is composed of only the class I aaRSs:
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methionyl- and glutamyl-RS, together with one scaflold protein,
Arclp [12].

Although several theories have been suggested for the function
of these assemblies, the best supported being (a) direct channeling
of charged tRNA to actively translating ribosomes via nuclear
export of charged tRNA [13,14], (b) the enhancement of aaRS$
activity through the recruitment of non-specific tRNA binding
domains [15], and (c) spatio-temporal control of the moonlighting
functions of component aaRSs [9], the exact cellular role and the
basis for the choice of aaRS in the complex remains in dispute. In
spite. of this uncertainty and the diflerences in both the
arrangements and numbers of components present in the various
MARS complexes described to date, common features do suggest
a shared mechanism of assembly. In particular, several conserved
domains have been identified in both the non-catalytic extensions
of the aaRSs and the AIMPs [4]. For instance, a motil with
homology to the C-terminal domain of glutathione-S-tranferase
(GST-like domain} occurs frequently in proteins associated with
translation [5] and is known to drive pairwise protein-protein
interactions in these assemblies [16]. Another commonly observed
motif derives from ancestral tRNA binding proteins, like Trbpl11,
and in addition to their role in enhancing the catalytic activity of
binding partners, through non-specific tRNA binding [17,18],
these motifs have also been implicated in protein associations [19].
The molecular basis underlying these interactions has best been
described the veast MRS-ERS-Arclp MARS complex.
Through a series of structural and biochemical studies it has been
shown that the GST-like domain of the hybrid Arclp scaffold
protein is solely responsible for the associations with the aaRSs of
the complex [20] and that these dimerization interfaces are
contributed by independent sites in the same motif [21]. Whether
similar interfaces are responsible for some interactions of
components in the larger metazoan complexes is highly likely
but the exact molecular basis of all the interactions and how they
relate to the function of these poorly understood complexes still
awaits further structural studies.

In an attempt to answer these questions and to shed light on the
universality of the current assumptions regarding these apparently
ubiquitous eukaryotic complexes, we undertook a molecular
interaction, biochemical, and ultra-structural study of a MARS
complex from Toxoplasma gondii. In this work, we provide the first
description of the composition and arrangement of the MARS
complex from apicomplexans, a phylum of unicellular eukaryotes
that comprises several obligate intracellular parasites of medical
importance, and also explain some of its properties, such as its
instability and heterogeneity, dircctly in terms of the flexibility of
its structure. Our results have important implications for future
structural studies aiming to clucidate the molecular basis of the
assembly and functioning of the MARS complex in higher
cukaryotes.

in

Materials and Methods

Chemicals and Cell culture methods

All chemicals were sourced through Sigma-Aldrich and cell
culture media from Life technologies unless otherwise specified.
Human foreskin fibroblast (HFF) and Human Embryonic Kidney
293 cells (HEK293) cell lines were cultured in Dulbececo’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated
fetal bovine serum, 10 mM HEPES bufler (pH 7.2), 4 mM
glutamine, and 50 mg/ml each of penicillin and streptomycin.
Cells were incubated at 37°C with 5% CQO; in humidified air. All
Toxoplasma strains were maintained by serial passage in HFF
monolayers.
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Animal methods

Outbred female Swiss mice, weighing approximately 20 g, each
were used for & vive experiments. These animals were maintained
in specific pathogen-free conditions in accordance with institu-
tional and national regulations and all protocols were approved by
the Floralis (Joseph-Fourier University) Committee on Animal
Care. Parasites were inoculated by intraperitoneal injection of
200 pL of a suspension in Hank’s balanced salt solution (HBSS).
To check that an infection had occurred, mice that did not
spontaneously die were euthanized in an approved CO; chamber;
whole blood was collected through an intracardiac puncture, and
serum was subjected to the Toxoscreen DA (bioMérieux) assay. To
test the ability to induce cysts, brains from these mice were treated
as previously described [22] and cysts were observed and
numbered microscopically.

Bioinformatics

Homologs of the Toxoplasma p43 protein (TgME49_223140)
were identified by GenTHREADER [23] after splitting the
sequence into domains on the basis of the NCBI Conserved
Domain Search annotation [24]. These included: Saccharomyces
cerevisiae Arclp (pdb id: 2htqA), Homo sapiens pl8 (2uz8A), Homo
sapiens p43 (110A). In order to generate a multiple-sequence
alignment, the corresponding structures were aligned in UCSF
Chimera [25] using Match-Maker [26]. The Tg-p43 and Hs-p38
sequences were then manually aligned to the resulting structure-
based profile, from Match-Align, on the basis of the original
GenTHREADER  alignment using GeneDoce [27]. The latter
program was also used for sequence identity calculations and
alignment rendering. Domain structure analyses of the GST C-
terminal domain containing proteins: Tg-MRS (TgVEG_083160),
Tg-ORS (TgVEG_007070), Tg-ERS (TgVEG_049140), Tg-p43
(TgME49_223140), and Tg-YRS (TGVEG_000460) were carried
out using NCBI Conserved Domain Search with an E-value
threshold of 1. fn silico predictive disorder analysis was carried out
with Genesilico MetaDisorder2 [28].

Construction of recombinantly tagged MARS subunits
and Tg-p43 knockout

To construct the vectors: pLIC-p43-Myc-FLAG, pLIC-
p43ACterm-HA-FLAG, pLIC-p43-HA-FLAG, pLIC-YRS-HA-
FLAG, and pLIC-MRS-HA-FLAG, coding sequences of Tg-
p43, Te-YRS and Tg-MRS were amplified from genomic DNA of
a RH ARu80 strain using primers (Table S1). The resulting PCR
products were cloned into pLIC-MF-dhfr and pLIC-HF-dhfr
vectors using the LIC cloning method as described previously [29].
Plasmids were transfected into freshly isolated tachyzoites by
electroporation as described previously [29] and transfected
parasites were selected for resistance to pyrimethamine (DHFR
selection) and cloned by limiting dilution.

To generate a Tg-p43 knockout, the Multisite Gateway Pro 3-
fragment Recombination system (Life Technologies) was used to
clone the dhfr cassette or the hxgprt cassette flanked by the 5" and
3" surrounding regions of the Tg-p43 coding sequence of RH-
ARu80 and Pru ARu80 genomic DNA as described previously (20)
using primers attB1-066670, attB4-066670, attB3-066670 and
attB2-066670 (Table S1). The final plasmids (pATg-p43-DHFR
or pATg-p43-HXGPRT) were used as templates to amplify the
sequences for transfection, using primers attBl1-066670 and
attB2-066670. Purified DNA fragments were transfected as above
and clones selected for by incorporation of both xanthine and
mycophenolic acid (HXGPR'T selection).
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Immunouorescence assays (IFA)

For labeling, HFTs grown on cover-slips infected with parasites
were treated as described previously [29] with the following
modifications. Coverslips were incubated for 1 h with the primary
antibodies anti-Myc (9E10:sc-40, Santa Cruz Biotechnology), anti-
HA (3F10; Roche) or anti-TgQRS rabbit polyclonal antibodies
(sec Western blot section below), followed by the secondary
antibodies goat anti-mouse IgG or goat anti-rabbit IgG coupled
with either Alexa Fluor 568 or Alexa Fluor 488 dye (Invitrogen) at
a 1:1,000 dilution. Toxoplasma anti-TgSUMO labels parasite
nucleus [30].

Immunoprecipitation of recombinantly tagged MARS
subunits

Cell-free  extracts containing FLAG-tagged proteins were
prepared as follows: extracellular parasites from twenty 500 cm?
flasks (Nunc Triplellasks, Thermo Fisher Scientific) were lysed in
7 mL of BC100 buffer (20 mM TrisHCI pH 8, 10% glycerol;
0.2 mM EDTA, 0.1 M KCI) with the addition of a protease
inhibitor cocktail (Complete Protease Inhibitor Tablets, Roche)
using a Dounce homogenizer (tight plunger). The lysate was
centrifuged twice at 21,000 g for 10 min at 4°C. The supernatant
was then incubated with 200 pL anti-FLAG M2 affinity gel
(Sigma- Aldrich) for 1 hour. Beads were then washed with 5
column volumes (CV) washing buffer (25 mM Tris pH 7.5,
150 mM KCI, 10% glycerol, 10 mM MgCl2), followed by 5 CV
of washing buffer with 300 mM KCI and finally another 5 CV of
low-salt wash buffer, before bound polypeptides were eluted with
two CV of wash buffer containing 250 ug/mL FLAG peptide.

Size-exclusion chromatography (SEC)

Immunoprecipitation eluates were concentrated to <100 pl by
ultra-filtration with a 10 kDA molecular weight cut-off (MWCO)
filter (Nanosep centrifugal device, Pall Corporation, Omega
membrane) before loading onto a Superdex 200 10/300 GL
column (GE Healthcare) using the AKTA Purifier system (GE
Healthcare). Separations were carried out in 25 mM Tris pH 7.5,
150 mM KCl, 10% glycerol, 10 mM MgCly at 4°C with a flow
rate of 0.5 mL/min and fractions were collected every minute.
The column was periodically calibrated using high-molecular
weight standards (Sigma-Aldrich) and the consistency of chro-
matographic profiles was assessed by comparison of the FLAG
peptide’s elution volume in each separation.

Protein analysis, visualization, and identification

Eluates from immunoprecipitation or SEC were separated by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) using pre-cast gradient gels (NuPAGE® Novex®4-12%
Bis-Tris polyacrylamide gel, Life Technologies) with MES-SDS
running buffer using the XCell SureLock® Mini-Cell as per the
manufacturer’s instructions. Proteins were then visualized by silver
staining using ProteoSilver Plus Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich).
For identification by mass-spectrometry (MS), proteins were first
concentrated by precipitation with trichloracetic acid (1/6th
volume), washed twice with ice-cold acetone, before separation
by SDS-PAGE and staining with the Colloidal Blue Staining Kit
from Life Technologies. Identification of the proteins in the
excised bands by MS-MS was carried out as previously described

[31].
Western blot analysis

Cell-free extracts were prepared from three 175 em?® flasks as
described above, maintaining the same ratio of resuspension bufler
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to plate surface area. Following size-exclusion chromatographic
separations, eluted fractions were separated by SDS-PAGE and
then clectro-blotted onto polyvinylidene fluoride membrane
(Immobilon-P; Millipore) with the XCell 1™ Blot Module (Life
Technologies) as per the instructions.

Membranes were then probed with a 1:4000 dilution of the
anti-TgQRS antiserum or a 1:1000 dilution of an anti-FLAG
antibody (mouse Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody, Sigma-
Aldrich). The blots were developed with the SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate kit (Thermo Fisher Scientific)
and imaged on the C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences).
The anti-Tg-QRS rabbit polyclonal antibodies were raised against
recombinant £. coli — derived Tg-QRS protein by Eurogentec
following their Speedy 28-day protocol and the final bleed (day 28)
was used for blotting.

Electron Microscopy

Immunoprecipitation eluents of YRS-HA-FLAG, from 17
500 cm” flasks (Nune TripleFlasks, Thermo Fisher Scientific)
using 0.4 pl anti-FLAG resin, were concentrated to 100 pl (from
an original volume of 1500 ul) by ultrafiltration with a 10 kDa
MWCO centrifugal unit (as described above). Samples were then
diluted by 1:5 in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl before
application of 3.5 ul onto copper electron microscope grids coated
with a plasma-treated thin carbon support films (Electron
Microscopy Sciences). Staining was accomplished with 2% uranyl
acetate solution using the droplet method and electron micro-
graphs were recorded by a Gatan ORIUS 2.7 kx2.7 k CCD
camera at a nominal magnification of 25 000 times using a JEOL
1200 EX II' microscope operating at 100 kV, Particle images
(1030) were manually selected and windowed (128 pixel) from 50
micrographs (sampling of 2.7 A/pixel) using SIGNATURE [32],
Rotational averages were calculated in EMANT1 [33] following
pre-centring and the radial profile was plotted from the resulting
total average in Image] [34]. Iterative reference-free averaging in
EMAN was used to generate the representative average of a
manually selected sub-set of images (137 out of 1030) and iterative
reference-free  classification produced the class averages for
heterogeneity assessment.

Heterologous expression and purification of
recombinant proteins

The gene for Tg-p43 (TgVEG_053640), codon-optimized for
expression in K. coli by GeneArt (Life Technologies), was the
starting material for cloning. Primers were designed to amplify a
region corresponding to the TgME49 225140 gene product (see
text for details regarding the identification of the shorter gene
product and Table S1 for primer sequences) and the included
Ncol and BamHI sites were used to subclone the resulting PCR
product, which included a C-terminal 6 xhistidine tag, into a
pETDuet-1 (Novagen) expression vector. Positive transformants
were selected for in £ Coli ToplO cells (Life Technologies) and
isolated plasmid DNA was transformed into E. coli BL21 (DE3)
cells for expression. Cultures were grown in Luria Broth (1 L), at
37°C, with shaking (200 rpm), in the presence of ampicillin, to an
optical density of 0.6 (at 600 nm) before Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (1 mM final concentration) was added to
induce protein expression. Induced cultures were incubated at
37°C for 3 hrs before cells were collected by centrifugation at
5000 rcf for 10 min at 4°C, washed twice in phosphate-buffered
saline (PBS), and stored at —20°C. Lysis of cell pellets resuspended
in 25 mM Tris pH 7.5, 20 mM imidazole, 300 mM KCI, 10%
glycerol, 10 mM MgCl,, was accomplished by 3 min sonication
(Vibra-Cell VC750 from Sonics and Materials, inc.) on ice before
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clarification using two rounds of centrifugation at 21000 rcf for
10 min at 4°C. Immobilized metal affinity chromatographic
purification was carried out by loading supernatents onto a
nickel-nitrilotriacetic acid agarose column (Qiagen) pre-equilibrat-
ed with lysis buffer at 1 ml/min. Unbound proteins were removed
by washing with 10 column volumes (CV) before elution of tagged-
proteins with a linear gradient (10 CV) of imidazole (from 25 mM
to 175 mM) in the same buffer. Selected fractions were pooled and
concentrated by ultrafiltration (Vivaspin 15 turbo unit — Sartorius-
Stedim and Microsep unit — Pall Corporation; 10 kDa MWCO
4°C) to 20 mg/ml before SEC. Following concentration, peak
fractions were flash-frozen into liquid nitrogen for long-term
storage at —80°C.

The shortened construct of Tg-p43 was also cloned into a
pcDNA4 vector (Life Technologies) using primers (Table S1)
which included a C-terminal FLAG-tag, as described in [29].
Transient expression was achieved by transfecting HEK293 cells,
grown to 60% confluence in $x75 cm® plates (Greiner Bio-one),
with 35 Hg of vector DNA and 45 pg of polyethylenimine.
Following 48 hrs incubation, with one change of medium at
24 hrs, plates were washed with PBS before storage at —80°C.
Cells were then harvested from thawed plates by scraping with
6 ml of 20 mM TrisHCI pH 8, 10% glycerol, 0.2 mM EDTA,
500 mM KCI buffer containing protease inhibitors (Complete
Protease Inhibitor Tablets, Roche). Following lysis using a Dounce
homogenizer, samples were clarified by two rounds of centrifuga-
tion at 21,000 g for 10 min at 4°C. Isolation of tagged protein was
achieved with the same protocol as describe above for immuno-
precipitation of recombinantly-tagged 7Toxoplasma proteins. For
final purification, eluted proteins were concentrated by ultracen-
trifugation and subjected to SEC.

The sequence for Tg-QRS (TgME49_217460) was codon-
optimized for expression in . cofi and synthesized by GenScript.
The included Ndel and Xhol restriction sites were used to
subclone the gene into a pET-28 b (+) vector (Novagen) and
transformants selected in Top10 cells (Life T'echnologies). Expres-
sion and purification conditions were the same as for the Tg-p43
preparations (described above) with the exception that kanamycin
was employed during cell culture and cellular lysis was accom-
plished chemically. Briefly, cell pellets were thawed and resus-
pended in 1/20" of the volume of 25 mM Tris-HCI pH 8.0,
5mM EDTA, and 50 mM NaCl containing protease inhibitors
(Complete Protease Inhibitor Tablets, Roche). Lysozyme was
added to 0.1 mg/ml and samples left shaking at 37°C for 30 min
before carrying out three freeze-thaw cycles. Another 30 min
incubation followed the addition of MgCl, to 20 mM and DNAse
to 0.1 mg/ml.

Biophysical and biochemical characterization

Analytical SEC separations of recombinantly prepared Tg-p43
from E. coli and HEK293 cells were carried out as described above
with a calibrated S200 column. Multi-angle laser light scattering
measurements were carried out on . coli — derived Tg-p43
samples (2.3 mg/ml), separated by an identical 5200 column
(operated under the same conditions but without glycerol or D'T'T
and calibrated with the same standards as above) attached to a
dedicated chromatography system with an in-line Dawn EOS
detector (Wvyatt), Circular dichroism spectroscopy analysis was
performed on diluted E. coli — derived Tg-p43 (2.3 mg/ml in
25 mM phosphate buffer solution containing 150 mM sodium
fluoride) at 20°C using a Jasco J810 spectropolarimeter. Cross-
linking experiments were carried with purified E£. cofi-derived Tg-
p43, P-amylase, and carbonic anhydrase (Sigma HMW SEC
standards), following bufler exchange and concentration hy
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ultrafiltration to 1 mg/ml in PBS with 10% glycerol. Cross-
linking was carried out with 0.25% glutaraldehyde on ice and the
reaction stopped at the given intervals by adding Tris-HCI pH 8
to 300 mM. Ulwrafiltration retention tests of E. ¢oli -derived Tg-
p43 utilized a 100 kDa MWCO filter (Nanosep centrifugal device,
Pall Corporation, Omega membrane) operated according to the
manufacturer’s recommendations.

Results

Toxoplasma possesses a hybrid p18/p43-like protein, Tg-
P43

Our interest in Tg-p43 initially derived [rom its inclusion in the
category of disordered proteins with possible roles in host cell post-
translational control. Preliminary isolations of endogenous Tg-p43
(tagged with a FLAG motf via homologous recombination)
however soon showed that the EMAPII cytokine-like portion of
the protein was not cleaved and secreted beyond the parasito-
phorous vacuole by tachyzoites, as first suspected. Instead, a highly
abundant full-length protein was recovered and confirmed by
mass-spectroscopy to correspond to the annotated gene product
TgGT1_223140. This protein comprises an all-alpha helical
glutathione-S-transferase C-terminal-like domain followed by an
EMAPII-like tRNA binding domain (Figure 1). The former
domain shares 17% identity with the GST domain of human p18
and only 15% with human p38. The latter domain displays 30%
identity with the tRNA-binding domain of human p43 (Figure 1).
Tg-p43 also shares 20 and 25% identity with the GST-C and
RNA-binding domains respectively of S. cerevisiae Arclp. Being a
member of the Myl tRNA-binding domain family, the EMAPII
like tRNA binding domain of Tg-p43 also displays some (13 %)
resemblance to the tRNA binding domain of Toxoplasma MRS.

The regions outside of the GST and tRNA-binding domains of
the Tg-p43 sequence (38% of the total residues) were predicted to
be disordered on the basis of their high percentage of charged and
polar residues and this was subsequently confirmed by CD
spectroscopy of pure Tg-p43, recombinantly expressed in E. colt,
which measured a random coil composition of 40.7% (Figure 2A).
Interestingly, various biochemical and biophysical analyses of
recombinant material purified from both FE. eli and human
(HEK293 cells) expression systems also suggested a tendency of
Tg-p43 to oligomerise. Firstly, size-exclusion chromatographic
separations of recombinant Tg-p43 from both E. ¢coli and human
HEK293 cells (Figure 2B), as well as Tg-p43-Myc-FLAG isolated
from extracellular parasites (see below) yielded molecular weight
estimates far in excess (230 kDa) of the monomeric molecular
weight (51 kDa). Secondly, E. coli-derived recombinant Tg-p43 is
retained by membrane filters with a MWCO of 100 KDa
(Figure 2C), and, lastly, Tg-p43 1s rapidly chemically cross-linked
as a predominantly dimeric species (Figure 2D).

Tg-p43 is not essential for survival or pathogenesis

In order to test whether p43 is an essential protein in T. gondi,
the corresponding gene was deleted in the type I strain RHAKu80
as well as in the type II strain, PruAKu80 (Figure S1). Both
RHAKu80Ap43 and PruAKuB80Ap43 appeared to be viable
without any obvious defect in culture. Most importantly, no
differences in infectivity and lethality were observed between
RHAKu80Ap43 or PruAKu80Ap43 and their parental strains
when injected into mice (at lethal inoculums) and their survival
monitored (Figure S2). Similarly, numbering of brain cysts after
infection with 10” tachyzoites showed that cystogenicity of
PruAKu80Ap43 was maintained (data not shown).
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Figure 1. Relationship of Tg-p43 to similar amino-acyl tRNA synthetase-interacting multifunctional proteins from other species.
Multiple sequence alignments of the GST-C (GST) and RNA-binding (RB) domains of Tg-p43 and select homologs (Tg=Toxoplasma gondii,
Sc=Saccharomyces cerevisiae, Hs = Homo sapiens) are shown above and below a schematic diagram of the Tg-p43 domain arrangement. The residue
numbers of domain boundaries are listed in the schematic and at the beginning and end of the individual sequences.

doi:10.1371/journal.pone.0089487.g001

The Toxoplasma MARS complex is cytoplasmic and
comprises Tg-p43 together with four aaRSs

In order to determine if Tg-p43 is involved in Toxoplasma MARS
complex formation, as predicted by the similarities with the
MARS accessory proteins from yeast and humans, binding
partners of Myc-FLAG-tagged-Tg-p43 were identified by immu-
noprecipitation. In addition to the tagged Tg-p43 protein four
additional proteins were detected by SDS-PAGE (Figure 3) and
identified by MS-MS as: methionyl-tRNA synthetase (106 kDa),
glutaminyl-tRNA synthetase (96 kDa), glutamyl-tRNA synthetase
(88 kDa), tyrosyl-tRNA synthetase (YRS) (48 kDa). The same
result was obtained from freshly egressed tachyzoites of the type LI
(Prugniaud) cystogenic strain (data not shown) and immunopre-
cipitations targeting the YRS and MRS subunits of the MARS
complex subsequently confirmed the composition of the complex
(Figure 3). It can also be seen from Figure 3 that the MRS and

YRS components were the least abundant (when not the target of

immunoprecipitation) and that the level of Tg-p43 and ERS was
always higher than that of QRS in the isolations. Degradation
products were also detected in eluates of the least abundant
subunit, MRS, the only case where this was detected. The
detection of any of the component subunits was not aflected by salt
concentrations, up to 500 mM of either potassium chloride or
ammonium acetate, during the washings stages of the aflinity
purifications.

Unfortunately, it was not possible to generate viable Toxoplasma
parasite strains expressing C-terminal tagged version of the ERS
or QRS proteins. Instead we raised antibodies against heterolo-
gously-expressed QRS and immunofluorescence experiments
using these identified an exclusively cyvtoplasmic location for
QRS in agreement with the localizations of Tg-p43-HA-FLAG,
MRS-HA-FLAG, and YRS-HA-FLAG (Figure 4A and Figure 4B).
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The N-terminal GST C-terminal like domain of Tg-p43 is
sufficient to mediate complete assembly of the MARS
complex

Tagging and immunoprecipitation experiments of select sub-
units were then carried out in parasite strains lacking Tg-p43
(Figure S1) to confirm the predicted role of Tg-p43 in complex
assembly and to identify any sub-complexes formed in its absence.
The deletion of 7g-p45 resulted in total disruption of the complex
as evidenced by the absence of any binding partners in the cluates
of both YRS and MRS HA-FLAG-tagged subunits (Figure 5A)
from Tg-p43 knockout strains (Ap43). Additional bands were
visible in the latter case but MS-MS analyses confirmed that these
were the degradation products seen previously rather than a sub-
complex of MRS with other aaRS of Toxoplasma MARS.

In addition to the knock-out of Tg-p43, a tagged mutant lacking
the C-terminal hall of the protein i.e., only containing residues 1 to
296, was created to ascertain whether both domains of the protein
are responsible for complex assembly. Immunoprecipitations of
the Tg-p43AC-HA-FLAG protein showed the same pattern of co-
eluting partners (as identified by MS-MS) thus confirming that the
N-terminal GST-like domain alone is sufficient for assembly of the
Toxoplasma MARS component subunits (Figure 5B).

Because it was not possible to create a tagged QRS protein, size-
exclusion chromatography of cell-free preparations of Tg-p43-
containing and 7g-p43 KO strains was used to determine whether
the recruitment of QRS to the MARS complex is mediated by Tg-
p43 (Figure 5C). Western blot analysis using anti-QRS polyclonal
antibodies clearly identified a high-molecular weight fraction,
corresponding to a calibrated molecular weight between 1.0 and
0.3 MDa, in p43-containing tachyzoites but not in the KO strain.

February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | e89487

70



Toxoplasma Multi-Aminoacyl-tRNA Synthetase Complex

A
& Wavelength (nm)
0 . - .
520 260 280 300
P a0
o
E 154 Calculated composition:
o 5 4
g -0 .
25 a-helical =24 %
30 4 B-sheet — 15 %
i turn-20.3 %
random coil - 40.7 %
-40 -
B 252 kDa
l —Tg-pd3 HEK293 [ 16
13,5 ——Tg-p43 E. coli - 14
11,5 0.4 - 12
o 95 3 20
g *0.2 FLAG peptide L g
8 75 9, l
2 R?=0,9813 L 6
[o]
8 4
<
2
0
0 5 10 15 20 25
Elution volume (ml)
C D
100 kDa carbonic
MWCO & Tg-p43 B-amylase anhydrase
X
& 0 5 153060 5 15 30 60 5 15 30 60min
kDa R
Q
98 [ kDa iy by
: —t 8
:Tr ~ n H 12 |
62 |w- D_— v Ter—
- e | Tg-p43 % !D-.... "
49 | &P | 7l
62 w- M =
38 el )
- ] el |
49 .
x| v L LIS D 5
t 4 | M ¥
1 28 - el b [
1 507 dilution

Figure 2. Characterization of the folding and oligomeric state of recombinant Tg-p43. (A) Circular dichroism spectrum of recombinant Tg-
p43 expressed and purified from E. coli. The percentages of the calculated secondary structures are given in the inset. (B) SEC profile of pure
recombinant E. coli (blue) and HEK293 (orange)-derived Tg-p43 protein. The MW of the eluted proteins, calculated by calibration with HMW standards
(inset left), is shown above the trace. (C) Coomassie blue-stained SDS-PAGE gel image of E.coli-derived Tg-p43 retained and passed by a 100 kDa
MWCO ultrafiltration device. (D) Coomassie blue-stained SDS-PAGE gel comparing the susceptibility to cross-linking (glutaraldehyde) of E.coli-derived
Tg-p43 vs. beta-amylase (tetrameric oligomer) and carbonic anhydrase (monomeric) proteins. Based on size considerations, bands have been labeled
as either monomers (M), dimers (D), trimers (Tr), or tetramers (Te).

doi:10.1371/journal.pone.0089487.9002

Toxoplasma MARS complex displays significant tions of FLAG-tagged material which also revealed a distribution
heterogeneity in solution of molecular weight sub-species (Figure 6). The size distribution of

The large upper size limit of the Toxoplasma MARS complex was proteins co-cluting “"it].l the scaffolsl prptein,\Tg-pfm-l\'l.yc-FLA.G,
confirmed by extensive size-exclusion chromatographic separa- displayed an .almOSt bimodal distribution of species with a high
molecular weight peak centred on 1.0 MDa and a low molecular
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Figure 3. Composition of the Toxoplasma MARS complex. Silver-
stained PAGE of MARS complex proteins (identified by MS-MS) isolated
by FLAG immuno-precipitation of endogenously tagged subunits
(indicated in boldface: mF=Myc-FLAG and HF =HA-FLAG epitope tags)
from extracellular parasites.

doi:10.1371/journal.pone.0089487.g003

weight peak occurring around 0.3 MDa, with lower concentra-
tions of subunits found in the intervening [ractions (Figure 6A).
The lower molecular weight peak, the position of which (250 kDa)
was similar to the measurements from recombinant Tg-p43
(Figure 2B), contained the largest fraction of Tg-p43. Most
interestingly, however, all of the detectable YRS protein was found
in the high molecular weight fractions (Figure 6A) and similar
results were obtained from separations of Tg-p43AC-HA-FLAG
(FFigure 6B) and MRS-HA-FLAG (Figure 6C). This preferential
association with the high molecular weight complexes was
subsequently confirmed by isolations of YRS-HA-FLAG-tagged
material (Figure 6D) which were highly enriched in this species
with a conspicuous absence of intermediate and low molecular
weight species (except for some presumably dimeric YRS). The
Tg-p43AC-HA-FLAG complex displayed a similar enrichment
but with a broader distribution of QRS and ERS proteins

occurring towards lower MWs (Figure 6B).

Flexible domains surround a central ring-like core in the
Toxoplasma MARS complex

The poor homogeneity of the Tg-p43-Myc-FLAG- and MRS-
HA-FLAG-tagged MARS complexes was confirmed by electron
microscopy investigations which failed to identify a species of
particle representative of the large molecular weight MARS
complex. Unfortunately, attempts at imaging the various molec-
ular weight species separated during SEC were no better due to
the apparent susceptibility of the MARS complex to the large
dilution effects imposed during separation (data not shown). In
order to circumvent this heterogeneity, subsequent EM studies
focused on the concentrated preparations of immunoprecipitated
YRS-HA-FLAG-tagged material. Large and well separated
particles were clearly visible in negatively-stained micrographs of
these samples (Figure 7A) but these particles were not very distinct
due to the extended nature of their substructures. These domains,
although clearly separated from each other, were not arranged as
the dense globular structures expected for large macromolecular
complexes.

Careful analysis of the images led to the identification of a subset
of particles displaying a consistent view of the large particles, or a
species thereof (Figure 7A and 7B). In these views it is clear that
particles have the overall appearance of a propeller-like structure
with peripheral sub-structures radiating from a central ring-like
core. Averaging of centred but not rotational aligned images
clearly shows that the central ring, with a maximum diameter of
120 A, is the most conserved feature between particles (Figure 7C).
The arrangement of the peripheral substructures of the particles,
however, difler not only in their distance from the core, with a
maximum diameter of 240 A, but also in their arrangement
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around the circumference leading a much weaker ring of averaged
density (Figure 7C). This is further exemplified by the rotational
alignment and averaging (compared to only centring) of images
which resulted in the appearance of weak and diffuse density
arranged in spatially separated regions around the periphery of the
particle (Figure 7D — left). The core region, on the other hand,
produces more homogenous class averages (sub-classes of aligned
views), which display subdivisions consistent with an oligomeric
arrangement of proteins, when only this central region is aligned
and averaged (Figure 7D — right). Similar alignments and
classifications of all the particles in the micrographs (not just the
propeller-like views) confirmed this structural flexibility by showing
a strong dominance of the central region in the highly
heterogeneous averages (Figure 7E).

Discussion

Presence and features of Tg-p43

Our preliminary isolations of tagged endogenous Tg-p43
confirmed the bioinformatics analyses of the Toxeplasma genome
[35] which predicted the presence of a protein with both an N-
terminal, all-alpha helical, glutathione-S-transferase C-terminal-
like domain and a C-terminal EMAPII-like tRNA binding
domains. Our results however showed that the latter domain is
not cleaved to become an extracellular cytokine, as in the case of
the human p43 protein [36,37]. Furthermore, the human p43
protein does not possess a GST C-terminal like domain. Instead,
these motifs are contributed by the p38 and pl8 accessory
proteins. In this sense, the domain structure of Tg-p43 more
closely resembles the yeast Arclp protein which is also a hybrid
scaffold protein containing sequence features resembling different
regions of the human AIMPs. This similarity is reflected at the
sequence level where these proteins share 20 and 25% identity
between their matching GST-C and tRNA-binding domains,
respectively. In comparison, the divergence is much larger
between the Tg-43 GST domain and the human p43 and p38
proteins which only share 17% sequence identity.

The remainder of the Tg-p43 sequence shares very little
homology with known proteins and was predicted to be largely
disordered based on the percentage of highly charged and polar
residues (Figure 8). The results of our circular dichroism
measurements confirmed that 58% of the protein was unfolded
thereby partially explaining the SEC results which suggested a far
larger hydrodynamic radius than expected from molecular weight
considerations. The fact that Tg-p43 was retained by filters with
MWCO of 100 kDa and its susceptibility to rapid cross-linking as
a dimeric species however also suggests that a tendency to
oligomerise may be contributing to the unexpected solution
behavior of Tg-p43.

Composition and location of the MARS complex

By demonstrating that a subset of aaRSs (MRS, QRS, ERS,
and YRS) are binding partners of the Tg-p43 protein, our affinity
purification experiments confirmed the predicted role of the
protein in MARS complex formation and our immunofluores-
cence data confirmed in parallel that these components occur
exclusively in the cytoplasm. Inspection of the sequences of these
subunits shows that they possess large N-terminal extensions that
are predicted to be partially disordered and in all cases, except for
the YRS component, these regions are predicted to encode a
GST-C terminal like domain (Figure 8). We believe that this group
of five distinct proteins represent the stable cytoplasmic Toxoplasma
MARS complex because immunoprecipitations targeting the
MRS and YRS subunits gave identical results to the Tg-p43
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Anti-rQRS antibody / Hoechst

Figure 4. Localization of the Tg-MARS complex. (A) Fluorescent, light, and overlay of the two channels of endogenously tagged subunits of Tg-
MARS visualised by in situ immunofluorescence in intracellular parasites with anti-Myc or anti-HA (red) antibodies and Hoechst DNA-specific dye
(blue). (B) Fluorescent, light, and overlay of two channels of the QRS subunit of Tg-MARS visualised by in situ immunofluorescence in intracellular
parasites with an anti-rQRS (red) antibody and Hoechst DNA-specific dye (blue). Scale bar =10 um.

doi:10.1371/journal.pone.0089487.g004

isolations (Figure 3). The presence of a single scaffold protein and
the small number of enzymes in the Toxoplasma MARS complex,
together with the fact that they are all class I aaRS enzymes [38],
suggests further similarities with the yeast MARS complex wherein
only ERS and MRS are present with Arclp. In contrast, human
and other metazoan complexes contain three scaffold proteins and
comprise representative members of aaRSs from both classes.
This, as far as we know, is also the first report of a YRS enzyme
being found in a MARS complex.

PLOS ONE | www.plosone.org

73

One theory for the role of the MARS complex, put forward to
explain the presence of ERS and not QRS in the yeast complex, is
to recruit additional tRNA-binding domains to aaRSs that lack
them [15]. The presence of MRS, which also contains a myf-
tRNA binding domain, in the 7oxoplasma MARS complex is
therefore puzzling if this is also the driver for inclusion in the
Toxoplasma complex. The choice of aaRSs and the exact function
of the MARS complex in Toxoplasma therefore remains a mystery
especially in light of our genetic analyses in both virulent (type I)
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Figure 5. Dependence of MARS complex assembly on the
scaffold protein Tg-p43. (A) Silver-stained PAGE gel of immunopre-
cipitations of HA-FLAG-tagged (HF) YRS and MRS subunits in Tg-p43
knockout strains. (B) Isolation of the MARS complex by immunoprecip-
itation of a C-terminal-truncated (AC) form of the Tg-p43 protein (a.a. 1-
296). (C) Western blots of eluted fractions from SEC analyses of crude
cell lysates of Tg-p43-containing and knock-out strains (all RHAku80).
Corresponding fractions (numbered above the first gel image) are
vertically aligned and their solution molecular weights, as determined
by calibration with high molecular weight standards, are also given.
Molecular weight standards are shown for the anti-FLAG Western only
as a reference for evaluation of the knock-out blot.
doi:10.1371/journal.pone.0089487.9005

and non-virulent but cystogenic, (type II) T. gondii strains showing
that Tg-p43 is not essential for viability or pathogenesis of the
parasite. Together with what is known about the non-essential
nature of AIMPs in yeast [12]] and humans [9], our results further
suggest that the contribution of the MARS complex to post-
transcriptional gene control must be subtle.

Assembly of the complex

Based on the similarity of the overall domain structures and the
degree of homology between the Tg-p43 and the yeast Arclp
proteins it was assumed that assembly of the Toxoplasma complex
would be driven by similar mechanisms. The associations between
the yeast Arclp protein and its ERS and MRS partners have been
attributed to pairwise dimerizations occurring at distinct interfaces
in the GST domain of the scaffold protein [21]. The presence of
MRS, QRS, and ERS, all of which possess GST-like motifs, in the
Toxoplasma complex was therefore not surprising but the inclusion
of YRS was unexpected as its N-terminal extension is predicted to
be highly disordered. Until more structural information is
available for the N-terminal region of the Toxoplasma YRS protein,
it remains to be seen in the GST motif is structurally conserved
despite this apparent sequence divergence.
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Figure 6. Compositional and size heterogeneity of MARS
complex populations. Silver-stained PAGE gel of eluted fractions of
immunoprecipitated MARS complexes separated by SEC. Each panel
represents a separate SEC analysis of MARS complexes purified from
strains harbouring C-terminal tags on different subunits of the complex:
(A) Myc-FLAG-tagged Tg-p43 (mF=Myc-FLAG), (B) HA-FLAG-tagged C-
terminal-truncated (AC) form of the Tg-p43 (residues 1-296) (HF =HA-
FLAG), (C) HA-FLAG-tagged methionyl-tRNA synthetase, and (D) HA-
FLAG-tagged tyrosyl-tRNA synthetase. Corresponding fractions (num-
bered below each gel image, and calibrated by the elution peak of the
FLAG peptide) are vertically aligned and their solution molecular
weights, as determined by calibration with high molecular weight
standards, are given. Grey-levels of the images were adjusted to
enhance the contrast but no bands were masked by this process.
doi:10.1371/journal.pone.0089487.g006

We were able to reveal a direct association of MRS and YRS
with the Tg-p43 and we subsequently showed that only the N-
terminal region of this scaffold protein, harbouring the GST-motif,
was necessary for the association. Although it was not possible to
demonstrate direct interactions for the QRS and ERS proteins,
because modifications to these genes compromised the viability of
the parasite, we did show that the presence of QRS in the high-
molecular weight fraction depended on Tg-p43. We cannot
however exclude the possibility that QRS is recruited to the
MARS complex through an interaction with ERS. Dissecting the
interactions of these essential proteins will require biophysical
characterisation of pairwise interactions in native MARS complex
subassemblies or recombinant proteins.

Heterogeneity in MARS composition and sizes

The results of our SEC studies showed that the Toxoplasma
MARS complex exhibited various degrees of size and composi-
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Figure 7. Appearance of the MARS complex as revealed by
electron microscopy. (A) Electron micrograph of negatively-stained
YRS-HA-FLAG MARS complexes. The scale bar represents 50 nm. (B)
Subset of representative propeller views (18/137) of negatively-stained
immunoprecipitated YRS-HA-FLAG MARS complexes windowed from
images such as shown in (A). (C) Left — Rotational average of all views
(1030 particle including the 137 propeller views) following pre-centring.
Right — Corresponding radial prgfile from which the central core (120 A)
and peripheral domain’s (240 A) maximum average diameters can be
determined. (D) An average image of aligned representative particles
(137 propeller views from B) based on the entire image is shown on the
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left. On the right, three different class averages (homogenous sub-
classes) generated by re-aligning only the central regions of the 137
views on the left are presented. (E) Reference-free class averages
(homogenous sub-classes) derived from classification of all windowed
particles (1030 in total) not just the propeller views shown in (B). The
last image is the rotational average of all particles that went into
classification.

doi:10.1371/journal.pone.0089487.g007

tional heterogeneity depending on which subunit was the target for
affinity purification. Both the Tg-p43-Myc-FLAG and MRS-HA-
FLAG preparations displayed the broadest distribution of molec-
ular weight species, between 0.3 and 1 MDa, which also differed
significantly in the relative abundance of their component
subunits. By contrast, preparations from YRS-HA-FLAG and
AC-terminal-Tg-p43-HA-FLAG strains were highly enriched in
the high molecular weight fractions leading us to believe this
IMDa species corresponds to the intact Toxoplasma MARS
complex. Even if the fact that both YRS and MRS are expected
to be dimeric [19,39] is considered along with the possibility that
Tg-p43 could be oligomeric, the 1 MDa size estimate is far larger
than expected. Such considerations predict a minimum molecular
weight of 591 KDa for a complex composed of two copies of Tg-
p43, MRS, and YRS, and a single copy of ERS and QRS. In any
regard, if this species represents the fully-assembled complex, then
the lower molecular weight distributions and the differing levels of
heterogeneity must be interpreted as resulting from differences in
the affinity of the subunits for the labile complex. The exclusive
MRS
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Figure 8. Disorder potential and domain structures of Toxo-
plasma MARS complex subunit proteins. Genesilico MetaDisorder2
disorder predictions [28] for each peptide are displayed below domain
arrangement schematics derived from NCBI conserved domain searches
[24]. Values above 0.5 are predicted to be disordered (coloured red) and
values below 0.5 correspond to folded domains (coloured green). The
number of residues in each protein is given after each schematic.
doi:10.1371/journal.pone.0089487.g008

February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | e89487

75



presence of YRS and it relatively low abundance in the high
molecular weight complex could therefore be understood to reflect
its weak association with T'g-p43. Such affinity/stability consider-
ations make absolute size estimations of the various sub-complexes
difficult and this is especially true considering that the sequences of’
the component subunits are predicted to contain some degree of
disorder which can be expected to manifest as more extended and
flexible domain organisations.

Ultrastructure of the MARS complex

Together with the results of our EM analyses which identified
both compositional and structural heterogeneity, these hydrody-
namic results suggest that previous concerns about MARS
complex stability and sensitivity to preparation conditions [40]
are justified in this instance too. By targeting the YRS subunit for
affinity purification of Toxeplasma MARS complexes however we
were able to overcome these issues thereby allowing us to directly
visualize these structures in the microscope. Although it was
possible to recognize consistent features in a fraction of the
particles, the most telling result was in fact the absence of a large
distinct consensus particle view, as expected for a 1 MDa globular
assembly. Instead, image analysis revealed a “propeller-like”
structure wherein a central ring-like core, exhibiting clear sub-
domains, is surrounded by highly flexibly and spatially separated
substructures. Not only does the extended arrangement of these
subunits explain some of the heterogeneity exhibited by the
MARS complex as arising from their intrinsic flexibility but it also
argues in favour of a smaller absolute molecular weight estimate
for the complex which we believe exhibits a larger than expected
hydrodynamic radius due to the intrinsic disorder present in the
component subunits. Such behaviour has now been conclusively
proven for the human MARS complex and is thought to be
necessary for allowing access of bulky tRNA substrates to the
active sites of independent component enzymes [41]. This
flexibility has important implications for future structural studies
which we believe will need to focus on the central core of the
Toxoplasma MARS complex in order to provide a detailed
understanding molecular mteractions underpinning the assembly
of this complex in both apicomplexa and higher eukaryotes.

Supporting Information

Figure S1 Generation and confirmation of p43KO in
RHAKu80 and PruAKu80 strains. (A) Schematic of the Tg-
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Figure S1. Generation and confirmation of p43KO in RHAKu80 and PruAKu80 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 RHAKu80
or PruAKu80 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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Supporting Table 1: Primers and vectors used for genetic manipulation of T.
gondii and for heterologous recombinant expression of T. gondii proteins.

R Amplified
Vector A::Fg’li:)ﬁ:d Primer name Primer sequence fragment
size
PLIC vectors tacttccaatccaatttagcccgac
-expressed | Tgp43 |LIC066670-F geeegac) »599 pp
in T gondii gattcgcgccaggacaccctgtg
;i tcctccacttccaattttagcagaga
LIGOmR0IgR tggtgcctccgacgatagagtcac
LICp43delta-F tacttccaatccaatttagctccttttt 1687 bp
agttaaaacgacgacgctttc
tcctecacttccaattttagetccace
LICp43delta-R tttcgacgaaccgggtatgctetg
TgYRS  |LIC103260-F tacttccaatccaatttagccgcag 2121 bp
gcatggacatgcaaaacgtccge
i tcctccacttccaattttagctttcgte
Liga0a260:R actttgtatgctttaatttgctg
TgMRS  |LIC289300-F tacttccaatccaatttagcgacttg 1157 bp
cgattcgacgaagacgccttgac
% tcctccacttccaattttagcaageg
LIGERadeR cgagagaaaggcgcccttggcag
Upstream ggggacaagtttgtacaaaaaag
flanking attB1-066670 caggctctgaagcagctcagccg 1609 bp
region of cagggttgcac
Tgp43
ggggacaactttgtatagaaaagtt
attB4-066670 gggtggcgcaagacaaagatgce
atgcttgcq
Downstream ggggaccactttgtacaagaaag
flanking _ ctgggtacctcgatgticacaatgat
region of attB2-066670 aatgtgg 1719 bp
Tgp43
ggggacaactttgtataataaagtt
attB3-066670 gcaatggactaacgtgttgcttcca
gc
Tgp43
pETDuet-1 - [(TgVEG_053
expressed in 640 TgP43-Fwd-Ncol g:::gac;c;atggaactgatttatgatag n/a
E.coli residues 99
208-679)
cgcggatccttaatgatgatgatgat
TgP43-Rev- His-BamHI  [d8!9agcaccageacegetgatg |-,
gtgccaccaacaatgctatcgcaa
aaaac
Tgp43
pcDNA4 -
expressed in (Tg VEG—053 p43-pcDNA4-Cter-Fwd tggctggtgctggtgeccatgaact n/a
HEK293 640 residues gatttatgatagcacaccggcagce
208-679)
p43-pcDNA4-Cter-Rev gctecggcetectgecccagegetg Al
atggtgccaccaacaatgctatcge
gctceggctectgecccagcettage
p43-pcDNA4-Rev tgatggtgccaccaacaatgctatc n/a

gc

79




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 a I'aide de GraphPad Prism
version 6.00 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com.
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1. Caractérisation des souches présentant une délétion de Tg-p43

a) Expérimentations in vitro
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Figure additionnelle 1. Effets du maintien en conditions extracellulaires sur le nombre
de parasites viables et fonctionnels

Comparaison des souches ATg-p43 issue de la premiére transfection (A) et de la deuxieme
transfection (B) avec leurs souches parentales respectives RHAKu80 et RHAKu80-YRS-HA-FLAG.
Apres pré-traitement, de I'ordre de 100 parasites ont été inoculés dans chaque boite. Une
plage de lyse observée apres 8 a 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 a terme un cycle complet d’invasion, croissance et lyse cellulaire. Les valeurs sont
ramenées a 100 plages de lyses obtenues sans prétraitement.
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b) Expérimentations in vivo

>

—— RHAKu80
—— RHAKuU80ATgp43

-
(=]
o

Pourcentage de survie
(%)}
e

p=0,43
0 T 1
0 5 10 15

Jours post-inoculation

B

2 100 —— PruAKu80

% —— PruAKu8OATgp43

()]

©

Q

® 50- p=0,19

1=

Q

o

=

o

o
0 T 1
0 5 10

Jours post-inoculation

Figure additionnelle 2. Evaluation in vivo de la virulence des souches ATg-p43

La virulence des souches de type | RHAKu80Ap43 (A) et type Il PruAKu80Ap43 (B) ont été
comparées aux souches parentales RHAKu80 et PruAKu80, respectivement, chez la souris Swiss.
Les courbes de survie ont été tracées apres inoculations intrapéritonéales de 10° ou 10°
tachyzoites de type | et de type Il (doses |étales), respectivement. Effectifs de souris : 3 pour
PruAKu80ATg-p43. 2 pour les autres conditions.
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A

Souche PruAKu80 PruAKu80Ap43
Souris 1 2 3 4 5 6
Nombre de Infection
kystes par aigué 20 kystes 0 kyste 20 kystes 75 kystes 20 kystes
cerveau : mortelle
Sérologie n/a Positive Positive Positive Positive Positive
; 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000
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Figure additionnelle 3. Evaluation in vivo de la kystogénése de la souche PruAKu80ATg-

p43

A : Les kystes contenus dans les cerveaux ont été comptés au microscope 9 semaines apres
inoculation intrapéritonéale de 10° parasites. Une souris est morte de I'infection aigué. 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
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Figure additionnelle 4. Vérification de la spécificité de I'antisérum dirigé contre rQRS

Un lysat de parasite RHAKu80 et un éluat d’'immunopurification contenant le complexe TgMARS
ont été soumis a SDS-PAGE, puis transférés sur membrane de fluorure de polyvinylidene
(Immobilon-P; Millipore). Une dilution 1/4000 de I'antisérum a été appliquée sur la membrane
avant marquage secondaire par un anticorps anti-souris conjugué a une phosphatase
(Promega). Le signal a été révélé a I'aide du réactif NBT-BCIP (Amresco).

3. Complexe en souche de type Il

A kDa §
98| W
$| | — MRS
§ — QRS
- — s
62 | waw
wme |—— P43-HA-Flag
49 (W8 | |~ |— YRS
38 -
B
1,5 0,98 0,63 0,32 0,21 0,11 MDa
o | T
98 —
—_ MRS
[ S — ot ‘ —— QRS
L S S W ' — ERS
62 — |ius ,
o o G e | — pas-HA-Flag
49 — oo -y — YRS

Figure additionnelle 5. Immunopurification du complexe via Tg-p43-HA-FLAG en
souche de type Il PruAKu80

A : Composition du complexe aprés purification d’affinité anti-FLAG. B: Distribution des
especes immunopurifiées selon leur poids moléculaire globulaire, aprés 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 ll-like de Tg-p43 n’était pas clivé, et que cette protéine ne pouvait pas jouer un réle de
cytokine sécrétée, différant en cela de son homologue chez les Eucaryotes supérieurs. Par
ailleurs, I'immunopurification de Tg-p43-HA-FLAG n’a jamais permis de copurifier la protéine
TgAGO, ce qui est un argument a I'encontre des hypotheéses initialement formulées autour
d’une possible contribution de Tg-p43 aux mécanismes d’ARN interférence du parasite.

Par contre, le role 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 trés proche de la protéine de levure Arclp.

2. Composition chez T. gondii: une nouvelle pierre a I'édifice de la

connaissance du complexe MARS

Ce travail fournit pour la premiére 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 a 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 I'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 I'évolution vers le
complexe MARS de type eucaryote. Ainsi, l'interactome de la protéine Mjl1338 de

Methanocaldococcus jannaschii, une protéine supposément impliquée dans le métabolisme
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monocarboné et qui possede une affinité pour 'ARNt, comprend la Prolyl-, la Lysyl- et
I’Aspartyl-RS, mais chacune de ces interactions a été démontrée indépendamment, si bien
qgque l'existence du complexe reste encore hypothétique. Au contraire, chez
Methanothermobacter thermautotrophicus, un complexe pouvant étre considéré comme un
MARS a été identifié par criblage en double hybride d’une bibliotheque d’ADNc. Les aaRS
associées sont la Prolyl-RS, la Lysyl-RS, et la Leucyl-RS (212). En I'absence d’homologue des
protéines d’architecture, il semble que la Leucyl-RS joue le réle d’élément central
permettant I'assemblage, avec des interactions localisées a ses deux extrémités (213). Enfin,
un autre complexe associant I’Arginyl-RS au type méthanogéne (une version spécifique de

guelques espéces 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 [I'assemblage du complexe
EF1aeGTPeVal-ARNt"? nécessaire a la translocation de I'acide aminé chargé de I'aaRS vers le
ribosome (215).

Le complexe MARS regroupe quant a lui plusieurs aaRS, associées a une ou plusieurs
protéines non enzymatiques. Celui qui comporte le plus de sous-unités est retrouvé chez les
Eucaryotes supérieurs. Isolé pour la premiere fois en 1971 a partir d’hépatocytes de rat, sa
composition fut progressivement élucidée chez différents mammiferes (lapin, mouton,
hamster) par la combinaison de méthodes chromatographiques (permettant I'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 | (Lysyl-, Méthionyl-, Arginyl-, Leucyl-, Glutamyl-, Isoleucyl-
RS) et Il (Aspartyl-, Glutaminyl-, Prolyl-RS). Initialement identifiée chez la Drosophile, une
méme protéine bimodale associe les activités Glutamyl-RS et Prolyl-RS, ramenant le nombre
de composants enzymatiques a huit (218), en plus des trois AIMP (186). L'universalité de

cette composition, des arthropodes aux mammiferes et potentiellement a I'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 a
seulement huit des neuf aaRS décrites chez ’homme (220). La Prolyl-RS est absente — et par
conséquent, Prolyl-RS et Glutamyl-RS ne sont pas fusionnées — et I'Asparaginyl-RS est
remplacée par la Valyl-RS (qui chez 'homme est retrouvée dans le complexe VEGA).

Parallelement aux assemblages découverts chez les organismes pluricellulaires, le complexe
MARS de la levure Saccharomyces cerevisiage (SCMARS) a été intensément étudié. Il
s’organise autour d’'une protéine non catalytique Arclp (aminoacyl-tRNA synthetase co-
factor 1 protein) associée a deux aaRS de classe |, la Méthionyl- et la Glutamyl-RS (221). En
raison de fortes homologies dans leurs parties C-terminales contenant un domaine EMAP II-
like, Arclp 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
singuliere. D’une part, TgMARS apparait plus évolué que chez les Procaryotes et chez les
Eucaryotes unicellulaires comme S. cerevisiae. |l possede en effet deux fois plus d’aaRS que
le ScMARS, ainsi qu’une véritable protéine d’architecture dédiée, alors que chez
M. thermautotrophicus le réle d’élément central permettant I'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 I'absence d’un homologue de p38 chez T. gondii, alors que cette AIMP est essentielle
chez les Métazoaires pour I'assemblage du complexe. L'immuno-purification de versions
tronquées de p38 a en effet montré que sa partie N-terminale véhicule I'attachement de la
Glutamyl-RS, I’Arginyl-RS et p43. De la méme maniéere, la partie C-terminale de p38 se lie aux
autres aaRS, directement ou indirectement (y compris a p38 elle-méme pour s’homo-
dimériser), tandis que la Lysyl-RS semble interagir avec les deux domaines (222).

L'absence de I'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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I’hypothése d’Havrylenko et al., la fusion des genes de ces deux aaRS aurait eu lieu avant la
diversification des Bilatériens, et certaines évolutions, notamment la fission d’EPRS, seraient
postérieures a 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 I'enzyme MRS d’un domaine C-terminal homologue au domaine EMAP Il est
interprétée comme une fusion entre p43 et MRS. Le complexe du nématode, avec ses huit
aaRs et I'équivalent de deux AIMP, apparait 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 Il) le rapprochent plutot du
complexe fongique.

De maniere 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 a la classe 1 suggere que les
caractéristiques inhérentes a cette classe ont pu induire la nécessité de I'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 étre 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 : I’association, constatée
pour la premiere fois, de la Tyrosyl-RS a un complexe MARS. Il semble donc que le complexe
MARS ait évolué de maniere autonome au sein des Alvéolés, et potentiellement de maniere
spécifique a T. gondii. Tres 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 a travers
I’évolution. Les divergences évolutives pourraient méme étre importantes au sein méme 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 | en bleu ; aaRS de classe Il en rouge.
Eléments entre parenthéses : 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. Caenorhabdlitis 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 I'existence d’'un MARS plasmodial n’est pas prouvée a I'heure
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actuelle, et I'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 stcechiométriques du
complexe a été évaluée a plusieurs reprises, par densitométrie des bandes d’électrophorése
en gel de polyacrylamide (PAGE) apres dissociation du complexe préalablement purifié, ou
par titrage des activités enzymatiques associées au MARS (224). Si I'on considére aujourd’hui
gue les composants du MARS se trouvent a I'état soit de monomeres, soit de dimeres, la
stcechiométrie et le nombre total de composants reste imprécis, notamment en raison d’une
forte sensibilité a 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 a préciser,
car nous nous heurtons a une nette variabilité de composition et d’abondances relatives
selon la sous-unité utilisée comme appat pour la purification. Si I'on se référe au
comportement « classique » des aaRS chez d’autres organismes, MRS et YRS pourraient étre
présentes dans le complexe sous forme dimérique. D’aprés nos résultats, Tg-p43 présente
une tendance a I'oligomérisation en solution, et possiblement au sein du complexe, ce qui
pourrait favoriser I'arrimage de ses quatre partenaires. On peut dés lors évoquer une
composition théorique basée sur ces trois protéines sous forme dimérique, associées a ERS
et QRS monomériques. La forte hétérogénéité de composition et de structure, observée par
méthodes hydrodynamiques et par microscopie électronique (ME), semble confirmer les
problemes de stabilité historiquement décrits dans d’autre complexes MARS (216).
L'immunoprécipitation du complexe aprés 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 étre appliquée a TgMARS, car
nous ne pouvons pas complétement exclure que le complexe que nous avons isolé puisse

étre incomplet.
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3. Organisation du complexe

a) Organisation tridimensionnelle et sous-complexes

De maniere similaire a ce qui a permis de préciser progressivement l'organisation
tridimensionnelle du complexe MARS chez les Eucaryotes supérieurs, nous avons tenté de
préciser I'organisation du complexe TgMARS en utilisant la ME a transmission. Nos travaux
ont dans un premier temps été contrariés par I'hétérogénéité intrinseque du complexe
lorsqu’il était purifié via Tg-p43 ou MRS. Finalement, une plus grande homogénéité obtenue
par I'immunopurification d’YRS a permis d’observer un TgMARS suffisamment stable.

Chez les Mammiferes, aprés quelques tentatives ramenant des images contradictoires en
formes d’haltéres 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 a I'aide de détergents chaotropiques
(228), puis l'utilisation d’agents de réticulation réversibles combinés a une méthode
d’électrophorese bidimensionnelle (229), avaient conduit a la description de modéles a deux
puis trois sous-complexes, compatibles avec la structure en U. Le traitement informatique
des images de microscopie électronique confirma ensuite le modéle en U et a trois domaines
(230), puis révéla une structure triangulaire asymétrique positionnée autour d’un sillon
central profond (231), de multiples « fenétres » 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 I'absence de sous-domaines clairement
objectivables. L’analyse informatique d’une sous-fraction des images suggeére 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
qgue pour les MARS des Eucaryotes supérieurs. Cependant, la ME ne semble pas étre une
méthode absolue de détermination de l'organisation du complexe, puisque de récentes
études par I’ARN interférence des AIMP combinée a des purifications d’affinité en tandem
des assemblages obtenus in cellulo, ont montré de maniére robuste une organisation du
MARS en deux sous-complexes portés par des dimeres de p18 et p43, reliés par interaction
avec un dimere de p38 (233) (Figure 12 Cet 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 réle d’ancrage. Ces données sont également trop limitées pour tenter
de faire coincider une hypothétique stcechiométrie avec le modele fourni par le traitement
des images de ME. Le positionnement interne de certains composants pourrait étre précisé
par immunomicroscopie électronique, cette technique ayant par la passé permis de localiser
I'aaRS bifonctionnelle EPRS a la jonction entre la base et un des bras de la structure du

complexe MARS mammifére (234).
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Figure 12.Différents modeles bi- et tridimensionnels proposés pour représenter le
complexe MARS des Eucaryotes supérieurs

A : modéle tridimensionnel montrant un arrangement possible des protéines selon (229); B:
reconstruction tridimensionnelle du complexe selon (235), [A et B d’aprés (236)]; C: modele
bidimensionnel a 2 sous-domaines déterminés selon les sites d’ancrage a p38 (QRS, RRS et p43
liés a I'extrémité N-terminale de p38, les autres composants liés a I'extrémité C-terminale) ne
reflétant pas forcément les positions relatives dans la structure tridimensionnelle, d’aprés
(237); D: carte des connexions au sein du complexe, déduites par knock-down des AIMP,
d’apres (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.

92



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
gu’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 reldachée du TgMARS est cohérente avec des
observations tres récentes. En effet, I'analyse du MARS des Eucaryotes supérieurs par SEC
conduit a 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 A 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, I'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 a des techniques hydrodynamiques (diffusion dynamique
de lumiere, 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 modeles tridimensionnels
précédemment établis, remettent quelque peu en cause la fidélité de ces derniers, et
soulevent I'hypothése d’une altération possible du complexe lors de la préparation des
échantillons. Comme nos données microscopiques et chromatographiques présentent
apparemment la méme discordance, nous pouvons faire I'hypothese, de maniére analogue,
que la flexibilité de certaines sous-unités ou domaines moléculaires périphériques de notre
complexe favorise I'accés des ARNt ou d’autres partenaires (facteurs d’élongations EF1,
notamment) aux aaRS du complexe. Par ailleurs, Koehler et al. ont également tres
récemment mis en évidence que la liaison des ARNt aux aaRS liées a Arclp 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

I'organisation du complexe.
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4. Interactions protéines-protéines: roles 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 a deux, a montré que les AIMP sont les principaux
facteurs régissant I'assemblage des complexe MARS, secondées par l'association directe
entre aaRS (239). Nos travaux montrent de maniére 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 I'extrémité C-terminale de cette AIMP (240)), ce qui rend cette hypothése
plausible pour Tg-p43. Pour I’heure, nous ne I'avons pas completement établi, car si QRS
nécessite Tg-p43 pour étre retrouvée au sein des fractions de haut poids moléculaire
comprenant le complexe intégre, nous ne pouvons pas exclure que QRS soit recrutée dans le
MARS via ERS. Cette démonstration nécessiterait d'immunopurifier QRS en souche ATg-p43,
a l'aide d’anticorps anti-rQRS. Cette manipulation est envisageable, et requiert la fixation
covalente des anticorps contenus dans notre antisérum a une résine pour chromatographie
d’affinité. L'interactome de QRS pourrait ensuite étre déterminé de la méme maniére que

pour Tg-p43, MRS et YRS, mais avec |'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 I'évolution, certaines caractéristiques communes
suggerent qu’ils partagent un méme 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 |’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 a I'assemblage du
complexe, suggérant fortement l'intervention de ce motif chez T. gondii, comme dans la
plupart des MARS actuellement connus. Le fondement moléculaire a 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 Arclp est seul responsable de I'association avec ses deux
partenaires (241). Ce motif apparait par ailleurs fréquemment dans les protéines associées a
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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 eEF1lyeCystéinyl-RS) (242). On
retrouve ainsi le domaine GST comme lien entre pl8 et I'extrémité N-terminale de la
Méthionyl-RS (243), ce qui permet son arrimage au sous-complexe | (244). Une autre
interface du méme domaine dans p18 est mise en jeu pour interagir avec un effecteur de
fonctions non canoniques, ATM. La suppression du domaine dans p38 entraine également la
dissociation de la Méthionyl-RS et d’EPRS, montrant le réle du GST dans les interactions
centrales de p38 (222). Le domaine GST est donc un moyen majeur d’interactions, conservé
des levures aux Mammiféres en passant désormais par les Apicomplexes, mais qui semble
absent chez les Procaryotes (168). De maniére intéressante, il a montré que les interfaces de
dimérisation d’Arclp avec ses deux partenaires sont fournies par des sites indépendants du
méme motif GST: l'une des aaRS se lie a Arclp par une interface classique
d’homodimérisation, tandis que l'autre interface n’était pas connue jusque-la (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
I'attachement de I’Arginyl-RS au MARS des Eucaryotes supérieurs, chacune disposant de ce
motif en position N-terminale. Ce motif hélicoide contient une leucine tous les 7 résidus,
formant une créte hydrophobe capable de s’intriquer avec son homologue, pour former une
structure surenroulée, a I'image d’une fermeture a glissiére (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 espacant les deux aaRS associées au sein de I'enzyme
bifonctionnelle EPRS, retrouvée chez les métazoaires, des Cnidaires aux Mammiferes (247).
Le motif de type hélice-tour-hélice (HTH) contenu dans ce domaine (248) présente une
capacité de liaison a I’ARNt mais permet aussi la fixation de I’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 étre I'unique base moléculaire de I'assemblage du complexe
MARS chez T. gondii. Cependant, la présence d’YRS pose un défi de plus dans Ia

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 a 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-oligoméres
des sous-unités du complexe. L'absence d’YRS de ces fractions suggére que son arrimage
nécessite des interactions multiples, a I'image de l'interaction p38eGlutaminyl-RS eucaryote,
intrinsequement faible mais renforcée par le préalable arrimage de p43 et de I'Arginyl-RS a
la Glutaminyl-RS (251). Des interactions « latérales » entre aaRS sont donc mises en jeu, en
plus des interactions dépendantes des AIMP. L’hypothése d’un tel mode de fixation pour YRS
serait cohérente avec I'absence de domaine GST dans sa structure. D’autres mécanismes
d’interactions n‘impliquant pas de motifs conservés peuvent également étre avancés. Ainsi,
I'étude du cristal de la Lysyl-RS a suggéré que sa structure doublement dimérique en
solution joue un role 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. Role du complexe TgMARS

Les différences entre TgMARS et les complexes des Eucaryotes supérieurs ne sont pas
uniguement structurales, mais aussi fonctionnelles, comme en témoignent les expériences
de suppression de Tg-p43 entrainant la désagrégation du complexe. Dans un premier temps,
nous pensions avoir détecté une altération phénotypique, mais qui s’est révélée étre un
artéfact. Tg-p43 n’est pas indispensable a la survie du parasite, et son absence n’altére ni ses
capacités de propagation in vitro, ni ses facultés a induire une maladie aigué et/ou chronique
chez la souris Swiss. Les effectifs utilisés ici pour établir le maintien de la virulence en
modeéle 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 |étale aprés quelques jours de vie sans toutefois
empécher le développement embryonnaire (222). Chez C. elegans, la suppression de MRS
entraine une baisse de fertilité et une létalité embryonnaire dépendante de son domaine
EMAP lI-like C-terminal assimilé a p43 (220). Cependant, les autres expériences de délétions

de genes codant les protéines d’architecture des MARS n’entrainent pas des conséquences
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aussi radicales. La suppression de I'expression de p38 en cellules humaines (Hela) entraine
un retard de croissance (par diminution de la synthese protéique) sans I'inhiber totalement
(253). Par ailleurs, la délétion d’Arclp chez S. cerevisiae n’est pas létale (hormis en cas de
délétion conjointe du gene 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 entraine une perte de valeur sélective in vitro (croissance ralentie) et
in vivo (infection murine retardée) (223). Le role du MARS semble ainsi déterminant chez les
organismes pluricellulaires, mais moins indispensable a la viabilité de cellules isolées ou des
unicellulaires. Nos résultats viennent s’inscrire dans ces constatations, mais il apparait que

I'effet semble encore moindre chez T. gondii, comparé aux autres unicellulaires étudiés.

Comme chez les autres organismes, le role 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 a des protéines non enzymatiques augmente l'activité catalytique de plusieurs
aaRS par I'apport de domaines non spécifiques de liaison a 'ARNt (254), comme montré
chez M. thermautotrophicus avec la Leucyl-R, la Séryl-RS et EFla (211) (214), chez S.
cerevisiae, avec Arclp et ses deux partenaires (221,255), ou encore chez les Eucaryotes
supérieurs avec p43 (256) (action dépendante du domaine EMAP Il chez ces deux derniers
organismes (256—258)). L’étude tridimensionnelle du complexe par Wolfe et al. en 2005
retrouvait p43 a 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 a I’ARN (QRS, ERS et YRS, PONE, figure 8) plaide en faveur d’une
potentialisation de la réaction par I'adjonction du domaine EMAP Il de Tg-p43. Cette
hypothése pourrait étre testée chez T. gondii par la mesure des activités enzymatiques des

trois aaRS en présence ou en I'absence de Tg-p43 ou de sa version tronquée.

Cependant, cela n’expliquerait pas la présence de MRS, qui possede intrinsequement 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 I'’AIMP MCP2, mais cette aaRS est dépourvue de domaine additionnel de liaison
a 'ARNt chez ce parasite (223). Une explication a la présence de MRS pourrait résider dans
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I'amélioration de la stabilité des protéines composant le MARS. La suppression de p38 chez
la souris entraine en effet une diminution des niveaux protéiques de plusieurs aaRS
(Isoleucyl-, Méthionyl- et Arginyl-RS) et des autres AIMP p18 et p43, consécutive a une
moindre stabilité protéique (222). De maniére semblable, I'interaction de p18 avec MRS (au
sein du MARS) et avec elF2y stabilise ces deux protéines impliquées dans l'initiation de la
traduction. Par ce biais, p18 sécuriserait ainsi d’une part la synthése de I'aminoacyl-ARNt;"',
et d’autre part sa délivrance au complexe d’initiation (259,260). Ces éléments rejoignent

I’hypothese selon laquelle le complexe MARS servirait de navette pour ’ARNt chargé vers le

ribosome, hypothéese compatible avec la présence de MRS dans TgMARS.

Nous pouvons également noter qu’EFla avait été copurifiée a une reprise avec Tg-p43, a
partir de parasites au stade intracellulaire (données non montrées), mais ce résultat n’a pas
pu étre reproduit. EF1la a été retrouvée dans le complexe MARS de C. elegans (220), ainsi
qgue chez M. thermautotrophicus (261). Comme suggéré pour le nématode, EF1 pourrait étre
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 indiguer une implication traductionnelle du complexe en phase de croissance. |l
n’est d’ailleurs pas exclu que I'on n’observe ici gu’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 déja conduit a suggérer que la
traduction des Eucaryotes pourrait étre réalisée au sein d’'une machine supramoléculaire et
gue 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 a
justifier la nécessité d’'un complexe, puisque ces domaines pourraient aussi bien étre
intégrés aux enzymes elles-mémes, ce qui est le cas pour certaines d’entre elles. D’autres
fonctions ont manifestement orienté I’évolution de ces protéines vers cette finalité, y
compris chez T. gondii. Comme de nombreux autres complexes macromoléculaires (253), le
MARS servirait de dépot ou de réservoir pour les protéines le composant, qui seraient
mobilisables pour I'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 synthése d’Ap,A (264)
(175), et d’une translocation nucléaire permettant le controle de la réponse apoptotique p53
dépendante (200). L’organisation en complexe MARS permettrait donc le contréle spatio-
temporel des fonctions extra-traductionnelles par libération ou séquestration des aaRS et
des AIMP. Celles-ci ayant des rOles de régulation de phénoménes comme |'apoptose et
I'inflammation, I'effet de la suppression du MARS serait logiguement plus important chez les
pluricellulaires (220). La présence d’YRS dans le complexe peut étre un argument en faveur
de I'hypothese 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 uniguement un domaine catalytique a
une extension N-terminale de structure hautement désordonnée. Sauf a envisager
I'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 a un domaine catalytique nucléotidyl-transférase et incapables
d’aminoacyler un ARNt destiné a la synthése protéique. Ces protéines sont considérées
comme des duplications d’aaRS qui ont subi une spécialisation fonctionnelle leur permettant
d’étre impliquées dans la biosynthése des acides aminés, le contréle qualité de
I’'aminoacylation, ou d’autres processus parfois mal connus (265). Une autre hypotheése, 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 a I'lL-8 et a
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 I'YRS
toxoplasmique. Ce motif n’est-il pas reconnu chez T. gondii par les processus de sécrétion,
ou n’est-il pas exposé a 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 a son arrimage a Tg-p43 serait nécessaire pour répondre

a ces questionnements.

Enfin, la coopération d’Arclp avec l'exportine Loslp impliquée dans le transport d’ARNt
(221), et son caractere nécessaire au confinement cytoplasmique de ses aaRS partenaires

ainsi que de certains ARNt (266), ont conduit a suggérer que le MARS pourrait servir a
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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 I'absence de Tg-p43.

Le choix des aaRS et la fonction exacte de TgMARS restent donc un mystere, d’autant plus au
regard du caractére non indispensable a la viabilité ou a la pathogénése de Tg-p43. Le role
de Tg-p43 dans le contrdle post-transcriptionnel de ce parasite unicellulaire doit étre subtil,
et il reste possible que la rupture du complexe soit délétére pour certains processus non
explorés dans nos travaux, comme le phénomene d’interconversion de bradyzoite en
tachyzoite. La vérification de I'infectiosité de kystes de parasites ATg-p43 est une perspective

qui permettrait de répondre a 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 | constitue une base théorique a I'étude des
composants du complexe TgMARS quant a leur potentialité thérapeutique. En paralléle de
ce travail, I'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 a 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 étre testé au sein de notre

équipe.
2. Justification de I'étude de QRS en tant que cible thérapeutique

Comme montré précédemment, I’expression de Tg-p43 n’est pas indispensable a la viabilité
ou la pathogénése de T. gondii; Tg-p43 n’a par conséquent pas été retenue comme une
cible thérapeutique d’intérét. Cependant, lors des tentatives d’étiquetage des aaRS du
complexe TgMARS, nous avions constaté I'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, méme 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 derniéres années sur la
thérapie anti-infectieuse. Cependant la frontiére avec de la cancérothérapie est assez mince,
comme le montre I'exemple de la borrélidine. Ce macrolide a surtout été étudié pour son
large spectre anti-infectieux (antibactérien, antiviral, antifongique, antipaludique), mais

s’avere également interférer efficacement avec la prolifération des cellules de leucémies
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aigués lymphoblastiques, en entrainant une accumulation d’ARNt et diverses conséquences

bénéfiques (apoptose, arrét 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 pathogéne, 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 I'offre de molécules antibactériennes,
doublée de I'’émergence et l'accentuation de résistances a 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 problémes liés aux isotypes enzymatiques décrits chez les
Eucaryotes. Ceux-ci contiennent en effet de légeres variations dans leurs séquences,
susceptibles de conférer une résistance d’'un isotype a l'inhibiteur dessiné contre un autre
isotype (269). A I'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 trés largement utilisé par voie topigque, notamment pour Ia
décontamination du portage nasal de Staphylococcus aureus, y compris les isolats résistants
a la méticilline. Découvert dans les années 1960 (271), sa cible a été élucidée des 1978 : il
agit par inhibition sélective et puissante de I'lsoleucyl-RS bactérienne (272). Plus récemment,
I'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
I'lsoleucyl-AMP qui inhibe de maniere compétitive la fixation de I’ATP et celle de 'acide
aminé a cette aaRS (273) avec une sélectivité trés élevée (index de 8000) (274).

D’autres composés biosynthétiques ont été découverts depuis la mupirocine, certains
ciblant la prolyl-RS et testés avec succés en modéle 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 I'indolmycine (271), un inhibiteur de la Tryptophanyl-RS et
candidat sérieux au traitement de l'ulcére gastro-duodénal a Helicobacter pylori. Les

premiéres études ont montré une efficacité dans I'éradication de l'infection expérimentale
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chez la gerbille (276). In vitro, I'indolmycine a été testée avec succés sur S. aureus, avec une
activité maintenue sur des souches résistantes a la mupirocine ou I'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 pathogénes eucaryotes. Le domaine de relecture de la
Leucyl-RS a été identifi€¢ comme la cible thérapeutique des molécules de la famille des
benzoxaboroles, des dérivés borés au large spectre antifongique (278). Impulsée par 'OMS,
la lutte contre les filarioses lymphatiques a permis de découvrir des molécules de la famille
des tirandamycines, inhibiteurs de I’Asparaginyl-RS de la filaire Brugia malayi. Parmi celles-
ci, un composé qui s’est avéré filaricide de maniére spectaculairement rapide (24 heures)
avec une CEsg de 1 uM (279). Cette aaRS est une cible privilégiée, car fortement exprimée
chez la femelle de B. malayi, et dotée d’une activité chimiotactique vis-a-vis des leucocytes,
contribuant ainsi a la réponse inflammatoire chronique au cours de la maladie (280).
D’autres molécules, dérivées semi-synthétiques de I'acide 3,5-dicafféoylquinique extrait de
I’'armoise chinoise Artemisia argyi, sont des inhibiteurs de la Leucyl-RS de Giardia intestinalis
(281). Plusieurs composés isoprénoides d’origine végétale s’averent quant a eux actifs chez
les Trypanosomatidés, et des études d’ancrage in silico a abouti a identifier la Méthionyl-RS
de ces parasites comme l'une des cibles de monoterpénoides et sesquiterpénoides
préalablement sélectionnés pour leur effet chez des especes 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, I’'analyse bio-informatique systématique du génome P. falciparum indique que
la fraction du génome consacrée aux aaRS est particulierement élevée (0,7 %), par rapport a
d’autres espéces dont 'Homme (0,2 %), avec dans leur architecture la présence de plusieurs

modules peptidiques inhabituels (juxtaposition de domaines Ybak, GST, Sérine-thréonine

103



kinase et domaines de liaison a I’ADN) (203). Cette étude in silico révéle également des
divergences de séquence protéiques dans des motifs-clés des sites catalytiques, ainsi que
des différences structurales importantes dans les domaines de liaison a I'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 a coté de médicaments actuellement utilisés comme les
tétracyclines, dont I'effet parasiticide retardé sur Plasmodium est consécutif a un blocage de
I'expression du génome de |‘apicoplaste (285). L'efficacité chez P. falciparum de la
mupirocine par inhibition de I'lsoleucyl-RS apicoplastique a d’ailleurs été démontrée par
I'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 bibliothéque 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’attachérent a construire une banque virtuelle de ligands
sélectifs de la version apicoplastique de la Lysyl-RS, dont cing nouveaux composés furent au
final synthétisés ; I'inhibition était sélective de cette enzyme, et I'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 I'Aspartyl-RS cytosolique de Plasmodium spp, avec une extension N-terminale
et une insertion dans le domaine de liaison a l'anticodon absents de leur homologue
humaine, et déterminantes pour I'activité enzymatique (289). La méme année, I'équipe d’A.
Sharma détectait par analyses bio-informatiques des différences structurales clés dans
diverses aaRS plasmodiales par rapport a 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’intérét, 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
cm?. Les parasites étaient cultivés a 37°C en atmosphére contenant 5 % de CO,, sur un tapis
confluent de fibroblastes humains (HFF). Le milieu de culture DMEM était additionné de
10 % de sérum de veau foetal (Invitrogen), 4 mM de glutamine, 500 U/mL de pénicilline, et
250 pg/mL de streptomycine. Environ 10° tachyzoites fraichement sortis de leurs cellules
hotes étaient utilisés pour inoculer le tapis cellulaire. Six heures plus tard, les milieux étaient
remplacés par un milieu identique additionné du solvant (DMSQO) ou du composé testé pour
une concentration finale de 100 uM (concentration finale en DMSO inférieure a 0,1 %). Les
cultures étaient observées quotidiennement pendant 10 jours ou jusqu’a lyse du tapis
cellulaire. Les composés présentant un effet a cette concentration étaient testés de la méme
maniere a 1 et 10 uM ; seuls les composés présentant un effet a 10 uM étaient retenus. Pour
les évaluations ultérieures, le composé 73 a été utilisé a la concentration de 5 uM, sauf
mention contraire. Pour réaliser les expérimentations de cytométrie en images, une nouvelle
aliguote du composé 73 a été commandée auprés de Pharmeks (référence : PHAR255288,
Pharmeks Ltd., Moscou), société ayant précédemment fourni I'échantillon initial a I’équipe

du Dr. Amit Sharma.
b) Détermination des concentrations efficaces

Les concentrations efficaces et toxiques induisant 50 % de I'effet maximum (CEsp) ou de la
toxicité maximum (CTsg), 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 parameétres ont été également déterminés par une méthode de cytométrie en images.
Pour la détermination de la CEsg, des plaques de culture a 96 puits recouvertes d’un tapis
confluent de HFF étaient infectées par les souches RHAKu80 ou PruAKu80 (40000
tachyzoites par puits). Apres 2 h d’incubation permettant I'invasion des cellules, les milieux

de culture étaient remplacés par un milieu identique contenant la molécule a tester, selon
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une gamme de concentrations finales de 125 nM a 8000 nM (concentration finale en DMSO
inférieure a 0,1 %), puis remis en incubation pendant 24 h. Pour la détermination de la CTs,
5000 HFF étaient déposées dans chaque puits d’'une plague de culture a 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 a 128 uM, 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 ’ADN fluorescent Hoechst 33258 a 5 pug /mL. Ce marquage
permettait, aprés fixation par le formaldéhyde, la numération automatique des cellules et
des parasites dans chaque puits a l'aide d’une plateforme d’imagerie équipée d’un
microscope de criblage a haut débit Scan®R (Olympus). Ce systéme pilotait I'acquisition
d’images a I'objectif 20x a raison de 20 champs par puits dans la longueur d’onde d’émission
du marqueur fluorescent (420-460 nm). Un systeme d’autofocus intégré au logiciel
permettait d’obtenir la netteté sur tous les champs d’observation. Le flux d’images était
réalisé a I'aide du logiciel d’analyse scan”R. Le traitement automatisé des images consistait a
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 |'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 CEso et CTso étaient déterminées par régression non linéaire a I'aide du

programme HN-NonLin (version 1.1) (http://www.who.int/malaria/rbm/Attachment/2004

1108/Non-Lin- V1.1.xls), en fixant a 100 % I'effet maximal observé et 0 % la valeur du signal

obtenu avec le témoin négatif.

c¢) Immunofluorescence

Les toxoplasmes de type | (RHAKu80), Il (PruAKu80 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 uM), l'inhibiteur d’histone déacétylase FR235222 (50 ng/mL) ou

le solvant (0,04 % DMSO). Aprés 24 h de culture sous traitement, les parasites étaient fixés
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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 a inhiber la croissance parasitaire
a la concentration de 100 pM, quatre composés furent sélectionnés et testés a
concentrations inférieures. Un seul composé, le n°73 (Figure 13), montra la capacité
d’arréter totalement la croissance des parasites de types | (souches RHAKu80) et Il
(PruAKu80) a une concentration approximative de 5 uM. Testé a concentrations inférieures,
la présence de ce composé entrainait un ralentissement du cycle a 2 uM, et la poursuite d’un

cycle normala 1 uM.
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Figure 13. Formule semi-développée du composé 73, ou N'-[(1Z)-amino(pyridin-2-
yl)méthylidene]-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 Il (Figure 15C, Figure 17 B, Figure 18C).
L'arrét de la division était complet et durable tant que le composé n’était pas retiré du

milieu de culture. Lorsqu’il était retiré apres 24, 48, 72 ou 96 heures, le cycle parasitaire
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reprenait et conduisait a la lyse totale du tapis cellulaire, montrant la nature parasito-

statique de I'effet (Figure 14 C, D).

A inoculation

HFF — t
8h
SpM
B FParasites extracellulaires i noculalion
@sm%'
HFF S e £
8h
C inoculation
HFF . 1]
-2h 24h t
SuM
D . )
inoculation
HFf2h . I AR RRRREREREREREERERN t
48h
72h
o 96H

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
méme que l'arrét de la multiplication parasitaire par maintien en présence du
composé 73 pendant 24 a 96 heures (C, D), n‘empéchent pas linfection et
I"aboutissement du processus complet du cycle in vitro jusqu’a 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 hote, puisque le
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prétraitement du milieu de culture n’'empéche pas l'infection normale de celui-ci apres avoir
retiré le composé (Figure 14 A).

Les expérimentations d'immunofluorescence n’ont pas mis en évidence de modification de
la distribution ou de lI'expression de protéines de surface (SAG1, Figure 15), nucléaires
(SUMO, HDACS3, Figure 16 et Figure 17), ou cytosolique (QRS, Figure 18). Contrairement au
composé FR235222 préalablement caractérisé par notre équipe, aucune anomalie de la
cytocinése 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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Composé 73 (5 umol/L) Composé FR235222 (50 ng/mL)

Anti-SAG1 Hoechst

Figure 15. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-SAG1 ne révele pas de modification majeure, hormis quelques protrusions de la
membrane également observées avec le composé FR235222. Souches testées : RHAKu80 (A), PruAKu80 (B), ME49 (C). Barre d’échelle : 10 um.
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Anti-SUMO Hoechst

Figure 16. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-SUMO ne révele pas de modification de la cytocinése, contrairement a ce qui est
observé avec le composé FR235222. Souches testées : RHAKu80 (A), PruAKu80 (B), ME49 (C), Neospora caninum (D). Barre d’échelle : 10 um.
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Composé 73 (5 umol/L) Composé FR235222 (50 ng/mL) DMSO

Anti-HDAC3 Hoechst

Figure 17. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-HDAC3 ne révele pas de modification de la cytocinése, contrairement a ce qui est
observé avec le composé FR235222. Souches testées: RHAKu80 (A), ME49 (B), Neospora caninum (C). Barre d’échelle: 10 pm.
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Composé 73 (5 umol/L) Composé FR235222 (50 ng/mL)

Anti-rQRS Hoechst

Figure 18. Aspect des parasites sous traitement. Le marquage anti-QRS ne révéle pas de modification de la distribution subcellulaire, d’extinction ou
d’hyperexpression de QRS. Souches testées : RHAKuU80 (A), PruAKu80 (B), ME49 (C), Neospora caninum (D). Barre d’échelle : 10 um.
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¢) Quantification de l'effet antiparasitaire

Afin d’évaluer la puissance de l'effet du composé 73, la CEsy sur souches RHAKu80 et

PruAKu80 a été déterminée par deux méthodes. Les valeurs obtenues par cytométrie en

image (Figure 19, B, D) étaient du méme ordre que la valeur déduite de I'observation en

flasques de culture (environ 2 uM) 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, particulierement pour la souche de type | qui affiche alors une CEsy de

I'ordre de 250 nM (Figure 19 C).
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Figure 19. Evaluation de |'efficacité sur souches de type | RHAKu80 (C, D) et de type Il
PruAKu80 (A, B). Les valeurs de CEs, 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 polynéme d’ordre 3 (A) ou 2 (B, C, D).
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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
ceuvre utilise la trousse de réactif Cell Titer Aqueous One Solution qui mesure l'intégrité de
I'activité enzymatique mitochondriale. Cette méthode fournit une valeur relativement basse
de CTsg, de I'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).
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Figure 20. Evaluation de la toxicité sur fibroblastes. Les valeurs de CTs, sont obtenues
par mesures de |'activité mitochondriale (A) et par cytométrie en images (B). Les
données expérimentales sont traitées par régression non linéaire suivant un polynéme
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 a la prudence. Les discordances observées
entre les valeurs de CTsg en fonction des méthodes utilisées restent effectivement
problématiques. La toxicité sur fibroblastes s’est avérée nettement moindre lors de
I’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 étre inhibée par la molécule testée, sans que le signal mesuré reflete 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 a I'échantillon initial, ou qu’un sous-
produit de synthése toxique ait été présent en moindre quantité. A l'inverse, il se pourrait
gue le nouvel échantillon ait été moins pur, présentant une moindre toxicité liée au principe
actif ; dans ce cas, I'efficacité serait également amoindrie, expliquant les valeurs de CEsq plus
élevées.

Les valeurs de CEsp 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 succes in vitro sur
T. gondii présentaient des CEsy dans la méme gamme de concentrations (de 0,7 a 8 uM) (66).
Sur le plan qualitatif, bien que le comportement des parasites sous traitement suggere
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 méme, I'évaluation de
I'effet spécifique sur souches kystogenes (impact sur la kystogénése et linfectiosité de
bradyzoites traités ex-vivo), de maniére analogue a l'évaluation du composé FR235222

préalablement réalisée au sein de notre équipe, serait un apport important a ce travail.

L’évaluation de I'index de sélectivité constitue bien-s(ir un parameétre essentiel a prendre en
compte dans l'appréciation de l'intérét 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 a I’ARNt
(enzyme humaine), soit d’'un domaine GST (enzyme parasitaire), la comparaison des
séquences protéiques des sites actif et de liaison a I'anticodon montre une identité
relativement forte (Figure 22). Malgré cette réserve, I'exemple de la cladosporine appliquée
a l'inhibition de la Lysyl-RS de Plasmodium montre qu’un pourcentage d’identité de plus de
50 % n’empéche pas forcément une sélectivité importante. Les études d’'Hoepfner et al. ont
en effet révélé une puissance vis-a-vis de I'enzyme parasitaire plus de 100 fois supérieure a
celle vis-a-vis de I'enzyme humaine (287). Ces tests enzymatiques confirmaient I'effet

observé en culture cellulaire sur les stades parasitaires hépatiques et intraérythrocytaires
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(CEso de 40 a 90 nM) et différentes cellules de mammiféres (CTso de 9000 a plus de 100000
nM). Deux acides aminés au sein de la poche de liaison a 'ATP du site actif de I'enzyme
parasitaire étaient prédits in silico comme responsables de cette haute sélectivité, puis
confirmés par I'expression chez S. cerevisiae d’une version mutée de la Lysyl-RS. La CTsg du
composé 73 mérite donc d’étre évaluée de maniére 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).

A GSTC Domaine catalytique Liaison a |'anticodon

0.5

B Liaison a I'ARNt Domaine catalytique Liaison a l'anticodon

0.5

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 étre 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 a 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 modeéle dérivé de la structure cristalline de QRS d’autres especes, et non a
partir de la structure de TgQRS, non connue a ce jour. Une facon de répondre a cette
guestion est l'induction de mutants résistants a la molécule 73, suivie du séquencage du

gene TgQRS permettant de détecter si des mutations dans ce gene sont responsables de la
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résistance acquise. Une autre méthode consiste a simplement tester I'inhibition de I'activité
catalytique de I'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 I'activité d’aminoacylation. Ces
résultats nécessitent cependant confirmation, puisqu’une seule concentration de 'inhibiteur
supposé a été testée, et qu’il n'est pas certain que la quantité d’ARNt®™ de syntheése utilisé

ait été en quantité suffisante pour que la réaction se déroule en conditions saturantes.
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Figure 22. Alignement des séquences protéiques des domaines catalytiques (A) et de
liaison a I'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 a I'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 a s’intéresser plus avant a cette molécule et ses proches dérivés. Une sélection de 91

analogues du composé 73 a été réalisée par I'équipe du Dr. Amit Sharma; le criblage de

I'efficacité de ces molécules constituerait la suite logique de ce travail, permettant peut-étre
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d’atteindre le stade de I'expérimentation in vivo en modéle murin d’infection toxoplasmique
aigué ou chronique. Par ailleurs, nous avons montré au cours des travaux exposés dans le
chapitre | qu’il nous était possible d’'immunopurifier plusieurs aaRS natives (MRS-HA-FLAG,
YRS-HA-FLAG) a partir des souches Ap43 ; de méme, nous avons pu étiqueter la triptophanyl-
RS, aaRS cytosolique fortement exprimée et sans interactome (données non montrées). Ces
possibilités techniques, combinées au caractére prometteur des aaRS en tant que cibles
thérapeutiques anti-Apicomplexes (et plus largement anti-infectieuses), ouvrent des
perspectives favorables en matiere de criblage de candidats-médicaments inhibiteurs

enzymatiques, sans nécessiter le recours a la production de protéines recombinantes.
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Conclusion générale

Ce travail décrit pour la premiere 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 singuliére mise au jour et ses implications en matiere de relations protéines-
protéines soulévent 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 a élucider les bases moléculaires de I'assemblage
et du fonctionnement du complexe MARS des Eucaryotes supérieurs.

Le travail préliminaire de recherche thérapeutique constitue une base et, on peut I'espérer,
un point de départ dans la recherche de médicaments anti-toxoplasmiques ciblant les aaRS,

gui 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 These), le versant hospitalier et translationnel de mes activités de recherche m’a amené a
publier plusieurs articles, dont quatre portant sur le diagnostic de la toxoplasmose ; les

premiéres pages de ces articles sont reproduites ci-apres.

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 a publier un article de synthése discutant le réle du placenta et du
traitement materne, ainsi que l'intérét du traitement et de I'examen parasitaire du placenta
lors de la toxoplasmose chez la femme enceinte (292).

En 2012, j'ai signé en premier auteur |'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 a |'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 intérét malgré I'apparition ces derniéres
années de tests concurrents hautement automatisés et performants (294).

Enfin, I'expérience acquise dans le domaine du diagnostic de la toxoplasmose nous a
conduits a étre sollicités pour rédiger un article de synthese sur cette thématique, publié en

2013 (27).
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Systemic infections, such as toxoplasmosis, acquired
during pregnancy can lead to placental infection and
have profound effects on the mother-to-child relation-
ship and the success of pregnancy. Placental permeabil-
ity to Toxoplasma gondii is a main parameter that
determines parasite transmission to the foetus, and
the use of antibiotics to decrease placental parasite load
and prevent congenital toxoplasmosis has been sug-
gested for decades. Although parasitological examina-
tion of the placenta at birth is commonly used to
diagnose neonatal congenital toxoplasmosis, this ap-
proach can be controversial. Here we argue in favour
of placental examination for both diagnostic and epide-
miclogical purposes.

The consequences of Toxoplasma infection during
pregnancy

Infection with the intracellular protozoan parasite Toxo-
plasma gondii is one of the most frequent worldwide
parasitic infections. Its widespread distribution in
warm-blooded animals, as an intermediate host for its
asexual replicating stages, offers a range of opportunities
for human infection through undercooked meat or raw
vegetables contaminated with oocysts spread by definitive
hosts, i.e. cats or other Felidae in some parts of the world.
Infection is usually asymptomatic when it occurs in an
immunocompetent subject. However, the pathophysiology
of toxoplasmosis in humans is far more complex when
primary infection is acquired during pregnancy; it then
results in congenital infection of the foetus in ~30% of
cases, which can result in brain or eye damage, with the
degree of severity dependent on gestational age and the
use, or not, of preventive protocols.

The placenta prevents the passage of infectious agents
towards the foetal compartment more effectively at the
beginning of pregnancy than at the end. It is a key tissue in
the mother-to-foetus relationship, not only because of its
trophic role but also because it provides the tolerant im-
mune microenvironment necessary for gestation [1]. Dur-
ing primary infection, parasites cross the intestinal barrier
and invade monocyte cells in contact with the lamina
propria, which allow them to disseminate through the
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blood flow towards virtually all organs, including placenta
[2]. Infection of the placental tissue can result in a pla-
centitis and can lead to subsequent infection of trophoblast
cells, which are at the interface with the foetal compart-
ment and may let the parasites proceed [3]. This important
process has two main consequences: (i) placental infection
may adversely affect this tenuous equilibrium between
maternal and foetal compartments; and (ii) the placenta
is directly involved in parasite transmission to the foetus,
making it a main therapeutic and diagnostie target. This
opinion paper focuses on these different aspects and places
emphasis on the recovery of the placenta to diagnose
congenital toxoplasmosis.

What is the role of the placenta in T. gondii
transmission and pathophysiology?

T. gondii can invade and multiply within trophoblast cells
[3], but the mechanisms by which this otherwise effective
barrier can fail to protect the foetus, allowing some patho-
gens to enter, remain unclear although some hypotheses
have been suggested. Whereas an efficient immune re-
sponse against Toxoplasma requires a T helper (Th)-1
eytokine pathway response involving interferon v (IFN-
v) [4,5], the placental microenvironment is rich in inter-
leukin 10 (IL-10) and promotes a Th-2 immune response to
ensure maternal-foetal tolerance [1], which could facilitate
infection of placental tissue [6]. The interplay between
immune effectors of successful pregnancy and of anti-in-
fectious response has been extensively deseribed elsewhere
[1,7]. The pivotal cytokine in this complex process is IFN-y,
as shown in a mouse model where IFN-y synthesis follow-
ing T. gondti infection led to abortion in pregnant wild type
mice, but not in pregnant IFN-y knockout (KO) mice [8].
Such a deleterious effect of [IFN-y is also described in pre-
eclampsia in humans [9]. Thus, a delicate balance exists
between the anti-T. gondii effector functions of IFN-y
and its abortogenic effects, and both maternal and foetal
environments contribute to this complex equilibrium
(Figure 1) [10]. However, the role of [IFN-y could be more
ambiguous, as it was shown in vitro that it upregulates the
expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1
adhesin at the trophoblast cell surface and thereby con-
tributes to enhanced adhesion of infected monocytes [11].
In addition, ICAM-1 is induced during placentitis [12] and
could directly support transepithelial migration of the
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Detection and treatment of acute toxoplasmosis during pregnancy can avoid severe disease of the fetus. In this context, assess-
ment of anti-Toxoplasma IgG avidity has been shown to exclude recent infection. The Elecsys Toxo IgG and IgM assays (Roche
Diagnostics) have been validated for screening pregnant women and a new assay, Elecsys Toxo IgG Avidity, was recently devel-
oped. Our aims were to investigate the performance characteristics of this new avidity assay and explore whether additional in-
formation can be provided by avidity assays. The Elecsys assay was compared with the Vidas (bioMérieux) and Architect
(Abbott) Avidity assays using two sets of serum samples (n = 291 and n = 255). The rate of general agreement between the Elec-
sys and Vidas assays was 74%, and that between the Elecsys and Architect assays was 83%. For 11% of the serum samples, avidity
was high with the Vidas assay and within the gray zone with the Elecsys assay. None of the assays detected high-avidity antibod-

ies in serum taken <4 months after infection. Avidity values of >90% were exclusively reported in sera taken >9 months after
infection by the Elecsys and Architect assays. Almost all avidities of <19% with the Elecsys assay and <17% with the Architect
assay corresponded to sera taken <3 and <2 months after infection, respectively. The Elecsys IgG Avidity assay can be used to
exclude recent infection. New ways of interpreting the avidity result are also suggested: very high or low values could exclude
infections within the last 9 months or help to confirm a recent infection, respectively. However, these potential interpretations

require further investigation.

Primary infection by the apicomplexan parasite Toxoplasma
gondii during pregnancy can result in severe disease of the
fetus, such as neurologic or ocular lesions (15, 23, 24). As infection
by T. gondii is generally asymptomatic, the diagnosis of infection
in pregnant women relies on serologic assays. These tests are man-
datory or highly recommended in several European countries (13,
21) and are also performed worldwide at the discretion of the
physician. Suspicion or detection of toxoplasmosis acquired dur-
ing pregnancy can be followed by measures intended to prevent
fetal infection, such as maternal treatment with spiramycin or
pyrimethamine-sulfadiazine, and fetal infection can be detected
using fetal ultrasound and/or amniotic fluid PCR (15). More se-
vere cases of congenital toxoplasmosis have been observed in
countries where a standardized approach to diagnosis and treat-
ment is not generally applied (13, 15, 16).

If a seronegative pregnant woman receives systematic monthly
follow-up, assessment of T. gondii-specific immunoglobulin G
(IgG) and IgM antibodies allows the date of seroconversion (and,
hence, infection) to be estimated. The interpretation is, however,
more difficult when a single sample is submitted for testing, for
instance, when IgG and IgM are both found in the first serum
sample submitted for testing during the pregnancy. These results
may reflect a recently acquired infection—and, thus, a risk of trans-
mission of the parasite to the fetus—or an infection acquired be-
fore the pregnancy, as T. gondii IgM antibodies may be detected
for an extended period after seroconversion (4, 12, 18). In this
situation, measurement of IgG antibody avidity has been shown to
be useful; notably, a high IgG avidity excludes the possibility that
the T. gondii infection occurred within the last 4 months (3
months for some assays) (1, 3,6, 8, 14, 19,22). A high avidity value

1838 cviasm.org

144

Clinical and Vaccine Immunclogy p. 1838-1843

can, therefore, allow the physician to avoid (or stop) unnecessary
treatment, reassure the patient, and in some cases provide evi-
dence that excludes the need to consider termination of preg-
nancy.

The Elecsys Toxo IgG and IgM assays (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) have been validated for screening
and monitoring of immune status in pregnant women (18, 20).
Recently, a new additional assay, the Elecsys Toxo IgG Avidity
assay, has been developed. This assay is based on the Toxo 1gG
assay and is an in vitro diagnostic assay for the qualitative deter-
mination of the avidity of IgG antibodies against T. gondii in hu-
man serum and plasma. The aim of this study was to assess the
reliability of the Elecsys Toxo IgG Avidity assay for estimating the
time of onset of T. gondii infection in samples from pregnant
women at various stages of infection and compare the results with
those obtained using two other commercially available Toxo 1gG
Avidity assays.

MATERIALS AND METHODS

Study design. This study was conducted in the parasitology-mycology
laboratories of two different teaching hospitals. The Elecsys Toxo IgG
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Assays for Diagnosis and Follow-Up of Toxoplasmosis in Pregnant
Women and Newborns
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Serological testing to detect toxoplasmosis is of major importance to avoid the possible effects of the disease in newborns. This study
assessed anti- Toxoplasma IgG and IgM with the Vidas (bioMérieux), Architect (Abbott), and Liaison (DiaSorin) systems in 631 sera
from pregnant women and newborns as well as anti- Toxoplasma IgG avidity with these three systems on 54 sera from pregnant women
with positive IgG and IgM. The IgG and IgM results were in agreement in, respectively, 95.2% and 98.3% (Vidas versus Architect) and
96.9% and 95.3% (Vidas versus Liaison) of the samples. Specificities were excellent for all the assays, while Vidas sensitivities ranged
(depending on the classification of gray zone results) from 93.8 to 98.4% for IgG (Architect, 84.4 to 93.8%; Liaison, 93.8%) and from
81.8 to 90.9% for IgM (Architect, 63.6%; Liaison, 81.8 to 90.9%). In seroconversion sequences, IgMs were generally detected simultane-
ously by the three assays, while Architect was the earliest assay to detect IgG. In noninfected children, maternally transmitted IgGs were
detected for a longer time with Architect than with the other systems. IgMs were positive in only one infected child with the Vidas and

Liaison systems. Significantly more sera were classified in the high-avidity category with Vidas than with Architect. This evaluation
shows similar performances for Vidas and more recent systems. The Vidas system adequately detects toxoplasmosis in pregnant
women and newborns. This system fits the needs of laboratories working on small routine series for first-line testing as well as expert

laboratories, due to a high specificity and a powerful avidity test.

Due to transmission of the apicomplexan protozoan Toxo-
plasma gondii from a mother with acute infection to her fetus,
congenital toxoplasmosis can cause severe diseases or sequelae,
mainly concerning the eye (retinochoroiditis) and the brain (1).
The severity of congenital toxoplasmosis ranges from asymptom-
atic or mild infection to severe symptoms (hydrocephalus, micro-
cephaly, or encephalitis) or sequelae (visual impairment, intracra-
nial calcifications, or psychomotor or mental retardation), and
even in utero abortion or fetal death (especially when maternal
infection occurs early in the pregnancy) (2, 3).

Antibiotic treatment— usually spiramycin, or pyrimethamine
associated with a sulfonamide—can be started in several situa-
tions: acute infection in a pregnant woman and positive prenatal
or postnatal diagnosis of congenital infection. Such treatments
have been shown to decrease the risk of infection for the fetus and
to avoid critical symptomatology (4, 5). Since this infection is
often asymptomatic or with unspecific symptoms in adult pa-
tients, serologic tests are useful, especially for the prevention of
transmission to the fetus (6). The detection of an acute infection
can be made by detecting antibodies in a pregnant woman who
was previously seronegative. Presence or absence of immunoglob-
ulin M (IgM) antibodies, titers of IgG antibodies, and antibody
kinetics may then help date the infection (7). When a woman
presents with anti-T. gondii IgG and IgM at the first serological
testing during pregnancy, assessing the avidity of the IgG antibod-
ies may help exclude a recent infection (i.e., an infection in the past
4 months, generally) (7, 8). These serologic tests are also impor-
tant for the follow-up of newborns from mothers infected during
pregnancy, because they allow detection of neosynthesized IgM or
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IgG antibodies, in addition to highly sensitive, qualitative sero-
logic tests (Western blots) (7, 9-11).

Since the 1940s, serologic tests have evolved from manual to
completely automated techniques (12, 13). Evaluations of the Vi-
das system (bioMérieux) for detection of toxoplasmosis IgG and
IgM were first published in the 1990s and involved comparisons
with techniques that are, for the most part, no longer commercial-
ized today (14-17). Since then, the system has been poorly evalu-
ated (18) and has been used in studies mainly as a comparator
(19-22). Vidas was also the first system allowing the automated
assessment of anti-T. gondii IgG avidity (23). Vidas assays are still
used today, either as first-line techniques in routine testing for
small-volume testing laboratories or as second-line techniques for
confirmation and expertise. However, more recently, competitor
systems with highly sensitive and specific techniques have
emerged (19, 22, 24-26). An updated evaluation of the accuracy
and usefulness of the Vidas system compared with more recent
techniques is therefore necessary.

The aim of this study was to determine the current perfor-
mance of the Vidas system for diagnosing toxoplasmosis in preg-
nant women and newborns. To do this, we compared the results of
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Human toxoplasmosis: which
biological diagnostic tests are
best suited to which clinical

situations?

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 9(11), 943-956 (2013)

The Toxoplasma gondii parasite is a worldwide threat most particularly in fetal life and
immunaosuppression. In most clinical situations (except in some ocular cases), correct detection
or identification of toxoplasmosis requires biological analysis. This article considers the
laboratory tools that have been developed in this field since the discovery of the pathogen,
with emphasis on the most recent tests and how they can or should be used in different
clinical situations. The authors also discuss the requirements and pitfalls that one should be
aware of when biologically investigating this intriguing parasitosis.

Kevyworos: confirmatory test « congenital » diagnosis ® immunosuppression  screening ® Toxoplasma gondii » uveitis

Methodology
Computerized
PubMed database were performed. The searches
of the English and French language used the
terms ‘toxoplasmosis’, ‘ Toxaplasma’ and the key-
words mentioned above. The authors focused
on the most recent articles but also included a
few articles published several decades ago which
were thought to be of technical or historical
interest. Recommendations provided in this
article are based upon critical analysis of the lit-
erature when available and upon the authors’
own experience in other cases.

literature  searches of the

Introduction

Toxoplasma gondii is a protozoan distributed
throughout the world. This intracellular parasite
achieves its sexual reproduction in the intestine
of Felidae (definitive host), which allows dissem-
ination of infective oocysts. In any warm-
blooded animal that has ingested matured
oocysts, T. gondii can induce acute discase
(caused by the tachyzoite form of the parasite),
and the reaction of the intermediate host
immune system will lead to formation of
bradyzoite-containing cysts (latency form), with
lifelong persistence. Ingestion of cysts, mainly

from neural (i.e., brain, retina) and muscle

tissues, is the other route of contamination, for
both definitive and intermediare hosts [1].

In humans, primary infection by 7. gondii is
generally asymptomatic or does not require
medical treatment. However, in a number of
clinical situations where the immune response is
lowered (fetal life, immunosuppressed patients,
intraocular infection), it can cause severe symp-
toms or sequelae, or have fatal consequences [2).
In these situations, the diagnesis of an active
infection (i.e., primary infection or reactivation
due to cyst lysis and subsequent conversion of
bradyzoites to tachyzoites) must be made:
effective treatments are available and can help
prevent i) transmission of the parasite to the
fetus (congenital toxoplasmosis), ii) reactivation
of a latent infection in people whose immune
response is altered or iii) the harmful conse-
quences of the acute infection [3-5].

Overview of available methods

Indirect methods: detection of antibodies
The following serological methods are most
often designed for IgG and IgM antibodies,
which remain the most widely used isotypes in
the field of toxoplasmosis diagnosis. Typically,
IgM are considered as the earliest antibodies in
acute infection, since they are produced during
the first week after infection; they are usually
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Résumé

Etudes biochimiques, structurales et fonctionnelles du complexe MARS de Toxoplasma gondii, une nouvelle cible
thérapeutique

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

Un géne 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 a son homologue humaine ; au contraire, son immunopurification a révélé son association a 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
souleve plusieurs questions sur le plan de I'organisation et de I'assemblage du complexe. Des images de microscopie électronique et
des analyses biochimiques soulignent I’'hétérogénéité et la structure relachée du complexe et confirment les récentes données issues
des complexes MARS purifiés chez d’autres organismes. L'inactivation du gene Tg-p43 n’induit pas de modifications phénotypiques
majeures (capacité d’invasion, prolifération) ni de diminution de la virulence ou de la kystogénese en modéle 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 tachyzoites, avec une toxicité sur les cellules hotes in vitro relativement
faible.

Ce travail de these pose les bases moléculaires et structurales du complexe MARS chez T. gondii. |l permet également d’aborder dans
une certaine mesure |’histoire évolutive de ce complexe. Sa fonction biologique reste cependant un mystére ; le réle de Tg-p43 dans le
controle post-transcriptionnel, voire d’autres fonctions biologiques, est probablement trop subtil pour étre 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

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.

Key words

Toxoplasma gondii, aminoacyl-tRNA synthetases, molecular complex, molecular genetics, size exclusion chromatography, affinity
chromatography, electronic microscopy, drug screening
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