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Introduction 

Les Apicomplexa représentent un embranchement de plus de 5000 espèces de parasites protozoaires 

intracellulaires obligatoires (Tonkin 2020; Briquet, Gissot, et Silvie 2022). Parmi les membres les 

plus notables de ce phylum figurent Eimeria sp., agent pathogène pour la volaille et le bétail, 

Cryptosporidia, pathogène opportuniste pour les humains et les animaux, Babesia et Theileria, 

parasites du bétail, Toxoplasma gondii (T. gondii), responsable de la toxoplasmose et Plasmodium 

falciparum (P. falciparum), la cause la plus mortelle du paludisme (Hu et al. 2006a). T. gondii et 

P. falciparum sont les deux espèces dont la motilité et l’invasion ont été les plus étudiées en raison 

de leur accessibilité génétique et expérimentale (Frénal and Soldati-Favre 2013a).  

La toxoplasmose est une infection d’origine alimentaire présente à l’échelle mondiale. Sa 

fréquence et son mode de transmission sont influencés par le mode de vie, la présence de félidés 

(hôtes définitifs) dans l'environnement et les comportements alimentaires différents et propres à 

chaque pays (Giraud, 2004). Ainsi, dans diverses régions du monde, il a été démontré que plus de 

60% des populations sont infectées avec une prédominance dans les zones à climat chaud, humide 

et à basse altitude (CDC, 2018). T. gondii est la seule espèce du genre et ce parasite fait l’objet de 

nombreuses études à travers le monde à cause de son impact sanitaire. En effet, il est capable 

d’infecter toutes les cellules des organes de l’organisme humain, en particulier celles du cerveau 

provoquant des lésions graves et peut être fatal en cas d’immunodéficience liée au virus du SIDA. 

La toxoplasmose est également responsable d’affections oculaires qui peuvent être invalidantes de 

l’enfance jusqu’à l’âge adulte. Une infection par T. gondii pendant le premier trimestre de la 

grossesse, peut entraîner des avortements, des mortalités natales et des anomalies cérébrales 

irréversibles chez le nouveau-né.  

Les parasites Apicomplexa partagent une variété de caractéristiques morphologiques qui 

représentent le signe distinctif du phylum. La plus remarquable est la présence d’un complexe 

apical auquel le phylum doit son nom (Hu et al. 2006 ; Morrissette and Sibley 2002a). Ce complexe 

est constitué d’un anneau polaire à travers lequel deux organites sécrétoires spécialisés (les 

micronèmes et les rhoptries) libèrent leurs contenus. Les protéines de micronèmes interviennent 

pour la motilité, l’attachement à la cellule hôte, l’invasion et la sortie des cellules tandis que celles 

des rhoptries participent à l’invasion et à l’établissement du parasitisme cellulaire (Boothroyd and 

Dubremetz 2008a; Dubois and Soldati-Favre 2019). Ces rôles clés rendent ces organites 

indispensables à la survie des apicomplexes. Le laboratoire dans lequel j’ai effectué ma thèse de 
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doctorat a découvert en 2012 chez T. gondii, un récepteur essentiel nommé TgSORTLR pour T. 

gondii SORTILIN Like Receptor ou TgSORT (Sloves et al. 2012). Le clonage et le séquençage de 

l’ADN complémentaire et la spectrométrie de masse ont révélé qu’il s’agit d’une protéine 

transmembranaire de 105 kDa qui sert de cargo pour le transport des protéines et facteurs de 

virulence vers les rhoptries (ROP) et micronèmes (MIC). TgSORT est localisé dans l’appareil de 

Golgi et les endosomes. Le domaine N-terminal du récepteur (NSORT) co-immunoprécipite les 

protéines ROP et MIC. L’invalidation du gène qui code TgSORT conduit à une délocalisation des 

protéines ROP et MIC qui diffusent dans le cytoplasme du parasite et celui de la cellule hôte. Par 

ailleurs cette invalidation a empêché la formation des rhoptries et des micronèmes. TgSORT est 

donc essentiel au bon adressage des protéines des organites sécrétoires et à la biogenèse de ces 

organites (Sloves et al. 2012). Toutefois, les mécanismes d’interaction entre le récepteur et ses 

partenaires restent inconnus jusqu’à ce jour. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ma thèse de doctorat dont l’objectif général est de déterminer 

le mécanisme d’interaction entre le récepteur TgSORT et les facteurs de virulence ROP et MIC et 

d’identifier à terme de possibles inhibiteurs de cette interaction.  

Trois objectifs spécifiques découlent de ce principal objectif. Ce sont : 

• Déterminer la structure tridimensionnelle du domaine N-terminal de TgSORT (NSORT) en 

absence de ligand et en présence des partenaires ROP et MIC 

• Etudier l’interaction entre NSORT et ROP d’une part et entre NSORT et MIC d’autre part 

dans le but de mettre en évidence les acides aminés impliqués 

• Caractériser des inhibiteurs identifiés lors d’un criblage en utilisant un parasite transgénique 

doublement fluorescent exprimant TgSORT-GFP (vert)/ROP1-RFP (rouge)  
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GENERALITES 

I- Toxoplasma gondii et Plasmodium falciparum, deux parasites Apicomplexa 

A- Généralités sur T. gondii 

T. gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire et constitue un véritable modèle dans la 

biologie cellulaire des organismes Apicomplexa. C’est sans doute le plus répandu des parasites du 

phylum Apicomplexa, capable d'infecter presque tous les vertébrés à sang chaud, une cause 

courante d'infection chez les animaux domestiques et sauvages, de même que la population 

humaine mondiale (Robert-Gangneux et al, 2012). Historiquement, la découverte de T. gondii est 

attribuée à Charles Nicolle et Louis Manceaux en 1908, tous deux chercheurs à l’Institut Pasteur 

de Tunis. Dans l’optique d’explorer les réservoirs environnementaux de la leishmaniose, ils isolent 

un nouveau parasite au cours de prélèvements sur Ctenodactylus gundi, un rongeur autochtone de 

l’actuelle Tunisie (Figure 1). Ce parasite morphologiquement proche d’amastigotes de leishmanie 

mais avec des propriétés biologiques différentes : plus allongé, sans centrosome et ne pouvant pas 

se multiplier dans des milieux de culture spécifiques aux leishmanies (Nicolle et Manceaux, 1908 ; 

Dubey, 2008). De son côté, Alfonso Splendore à São Paulo a confirmé l’existence de T. gondii la 

même année chez un lapin de laboratoire au Brésil (Splendore, 1908 ; Hamidović, 2020). Le nom 

du genre du parasite provient de sa morphologie ; Toxoplasma (du grec toxon signifiant arc pour 

sa morphologie) et son nom d’espèce, gondii, a été donné pour sa découverte chez le rongeur 

Ctenodactylus gundi (Bittame, 2011). 

 

 

 

 

 

Figure 1: Ctenodactylus gundi 

Source : https://www.biolib.cz consulté le 07/09/22 
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1- Différents types 

L’analyse génétique de populations de T. gondii isolées en Europe et en Amérique du nord, a 

permis de les classer en 3 lignées clonales nommées types I, II et III  (Howe et Sibley 1995). Les 

différences génétiques entre ces trois différentes lignées sont estimées entre 1% et 3% tandis 

qu’elles sont très faibles au sein d’une même lignée (< 0,01%) (Aïjoka, 1998). Les différences 

phénotypiques entre les lignées se remarquent au niveau de leur virulence. Connue pour son 

extrême virulence, la souche RH est une souche de type I isolée dans un cas d’encéphalite aigüe 

chez l’homme  

Les génotypes avec une majorité d’allèles de type I sont généralement les plus virulents (Mercier 

et al, 2010) avec une dose létale de 100% (DL100) pour un parasite moins de 10 jours post-infection 

(Sibley and Boothroyd 1992).  

Le type II présente une virulence intermédiaire avec une dose létale DL50 supérieure à 103. Le type 

III est quasiment non-virulent avec une dose létale supérieure à 105 (Sibley and Ajioka 2008). De 

plus, le taux de multiplication chez le type I est le plus élevé. 

Cependant, depuis une vingtaine d’années, en Guyane française et en Amérique latine, des souches 

atypiques sont décrites. Ces souches ont la particularité d’être extrêmement pathogènes chez les 

patients immunocompétents et sont à la base de la définition d’une nouvelle entité clinique : la 

toxoplasmose amazonienne (Simon et al. 2019) .  

 

2- Cycle biologique  

T. gondii se démarque des autres apicomplexes par son aptitude à parasiter n’importe quel 

organisme homéotherme. Ces organismes représentent les hôtes intermédiaires, chez qui le parasite 

effectue un cycle évolutif incomplet composé exclusivement d’une phase asexuée. Par contre, chez 

les hôtes définitifs que sont le chat et autres félidés, le parasite développe un cycle évolutif complet 

comprenant une phase sexuée et une phase asexuée (Bittame, 2011). La majorité des mammifères 

a la capacité de convertir l’acide linoléique en acide arachidonique.  La première étape de cette 

conversion est catalysée par la Δ-6-désaturase. Les chats étant dépourvus de cette enzyme, ils 

puisent l’acide arachidonique de leur alimentation et l’acide linoléique est accumulée. Cette forte 

présence d’acide linoléique dans les intestins des félidés favorise la progression des bradyzoïtes 

vers les mérozoïtes puis vers les macro et microgamètes. C’est ce qui ferait d’eux les hôtes définitifs 

du parasite (Sinclair et al. 1979 ; English et Striepen, 2019). 
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2.1- Cycle sexué 

L’hôte définitif est contaminé par carnivorisme (consommation d’animaux infectés contenant des 

bradyzoïtes enkystés) ou via l’ingestion d’oocystes sporulés dispersés dans la nature. Ces 

bradyzoïtes sont évacués des kystes sous l'effet des enzymes intestinales et de l’acidité du milieu 

puis ils envahissent les cellules épithéliales de l'intestin grêle. Malgré l’aptitude du parasite à se 

disséminer dans le corps de l'hôte définitif, l’infection ne donne lieu à des signes cliniques sévères 

que rarement (Calero-Bernal et Gennari, 2019). Les bradyzoïtes se développent dans l’intestin grêle 

en l’espace de quelques jours et donnent lieu à différents stades morphologiques (Speer et Dubey, 

2005). La reproduction sexuée débute deux jours après l’ingestion des kystes. La formation des 

gamètes mâles et femelles dans l’épithélium intestinal commence deux jours après l’ingestion des 

kystes et dure jusqu’à 15 jours. La fusion de ces gamètes donnent naissance à des oocystes 

diploïdes recouverts d’une enveloppe imperméable. Ces oocystes sont libérés dans 

l’environnement via les fèces des félidés. Il faut rappeler que les chats ont l’habitude d’enfouir 

leurs selles dans la terre ou le sable, ce qui procure les conditions idéales à la survie des oocystes 

de T. gondii. Plusieurs facteurs tels que le vent, les animaux, la pluie participent à la prolifération 

des oocystes et cette dissémination est freinée par la fermeté et la densité des fèces. (Dubey, 2010). 

 

2.2- Cycle asexué 

Les oocystes retrouvés dans l’environnement sont ingérés par hôte intermédiaire et débutent un 

nouveau cycle qui se manifestent sous la forme d’une reproduction asexuée. En effet, les 

sporozoïtes envahissent les cellules de l'hôte et se différencient très vite en tachyzoïtes à l’intérieur 

d’une vacuole parasitophore. Les tachyzoïtes sont aptes à la prolifération rapide et sont à la base 

des manifestations cliniques de la toxoplasmose aigüe (Tilley et al, 1997). Ils ont la capacité de se 

propager à travers les vaisseaux sanguins ou la lymphe et de contaminer divers organes (muscles, 

viscères et tissus nerveux) et diverses cellules comme les fibroblastes, les cellules endothéliales et 

les globules blancs (Dubey, 2010). Ce qui devient encore plus inquiétant lorsque l’infection est 

contractée pendant la grossesse car il y a des risques de transmission de la mère au fœtus des 

tachyzoïtes qui franchissent aisément la barrière placentaire. Par ailleurs, le fœtus ne dispose pas 

d’un système immunitaire propre. Cependant, le système immunitaire de l’hôte intervient et pousse 

les tachyzoïtes à se différencier en bradyzoïtes qui s’enkystent pour y échapper. La phase chronique 
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de l’infection se manifeste ainsi et perdure en théorie toute la vie de l’hôte (Elbez-Rubinstein et al, 

2009). 

En outre, le mode de contamination dépend du stade parasitaire. Les herbivores subissent une 

infection environnementale par ingestion des oocystes contenus dans l’eau ou les végétaux souillés 

par les excréments des félins. Les carnivores sont infectés par consommation des kystes retrouvés 

dans les tissus de leurs proies. Les omnivores tels que l’homme peuvent être contaminés des deux 

manières. Une bonne hygiène passant par le nettoyage des mains, des aliments et la consommation 

d’eau propre peut prévenir l’infection par les oocystes et une cuisson de la viande à plus de 60°C 

la contamination par les kystes (El-Nawawi et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Cycle de T. gondii  (Delgado et al. 2022) 
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3- Différentes formes parasitaires 

T. gondii existe sous trois différentes formes évolutives partageant la même morphologie de 

croissant : le tachyzoïte, le bradyzoïte et le sporozoïte.  

• Le tachyzoïte 

Il est majoritairement présent dans l’épithélium intestinal lors de l’infection aigüe et parfois dans 

les fluides tels que la salive, le sang, la lymphe etc. (Derouin et al, 2005). Cette forme réplicative 

ressemble à un arc et mesure 6 à 8 μm de long et environ de 2 à 3 μm de large. Son extrémité 

apicale est plus effilée que sa base et son noyau est central (Dubremetz et al, 1993). Cette forme 

est la plus sensible aux conditions environnementales et physiologiques variées (Tenter et al, 2000). 

Chez la souris, elle est infectieuse suite à une trentaine de minutes d’exposition à 45°C. La 

pasteurisation lui est fatale (Derouin et al, 2005 ; Tenter et al, 2000). 

• Le bradyzoïte 

Le bradyzoïte provient du tachyzoïte lorsque le développement de ce dernier est freiné pour lui 

permettre de subsister à l’intérieur de kystes dans les tissus de l’hôte (Villeneuve, 2003). Cette 

forme latente est observée pendant la phase chronique de l’infection. Selon leur sénescence à 

l’intérieur des tissus, les kystes ont une taille allant de 5 à 100 μm et les bradyzoïtes ne sont libérés 

qu’à leur destruction (Dubey et al, 1998). Ils ont une forme allongée dans les muscles et globuleuse 

dans le cerveau (Dubey, 2010). Les kystes sont détruits à une température de 67°C (Dubey et al, 

1990). Le bradyzoïte se différencie du tachyzoïte par son métabolisme ralenti se traduisant par son 

état de latence. De plus l’enkystement le rend inaccessible aux défenses immunitaires. 

• Le sporozoïte 

Cette forme est hébergée par les oocystes matures.  Les oocystes sont des structures ovales 

mesurant 12 à 14 μm qui sont larguées dans le biotope avec les excréments des félins. Environ une 

semaine après leur excrétion, les oocystes forment des spores et sont infectieux. Chaque oocyste 

contient alors deux sporocystes comprenant chacun quatre sporozoïtes. La sporulation permet aux 

oocystes de survivre pendant environ un an dans un environnement humide (Tenter et al, 2000). 

 

4- Toxoplasmose  

La toxoplasmose est présente dans toutes les régions du monde à des prévalences différentes et la 

majorité des études chez l’humain sont effectuées sur les femmes enceintes en raison du risque 



 

9 
 

encouru par le foetus. En France, en 2010, 36,7% de femmes enceintes étaient séropositives pour 

l’infection toxoplasmique (Tourdjman et al, 2015), 31% en 2016 (rapport CNR 2019). Chez les 

humains et les ovins, la toxoplasmose est une cause majeure d’avortements et est aussi responsable 

de baisses des performances de reproduction, de résorptions fœtales, de momifications, de 

mortinatalité et de mortalité néonatales (Innes et al, 2007).  

La relation hôte/pathogène est un facteur déterminant dans la virulence du parasite. Chez certaines 

espèces, il peut être particulièrement virulent même lorsqu’il s’agit de souches classées comme 

non virulentes (Type II) selon les études expérimentales sur souris de laboratoire. Par exemple, une 

forte mortalité a été observée chez les singes du Nouveau-Monde (Epiphanio et al, 2003), des chats 

de Pallas en zoo avec des souches de Type II considérées comme non-virulentes chez la souris 

Swiss de laboratoire (Brown et al, 2005).  

 

5- Diagnostic 

Plusieurs techniques peuvent être utilisées pour diagnostiquer la toxoplasmose. En Europe, le 

diagnostic repose généralement sur le dépistage sérologique au cours du premier trimestre de 

grossesse et un suivi mensuel chez les femmes testées négatives (Robert-Gangneux et al, 2012). 

Diverses méthodes de diagnostic peuvent être employées notamment ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) ainsi que la PCR (Polymerase Chain Reaction) et ses variantes pour 

identifier des gènes spécifiques de T. gondii comme SAG1(Surface Antigen 1). 

• Dépistage sérologique 

C’est la méthode la plus courante et elle a pour but de dater l’infection en détectant les IgM 

spécifiques qui indiquent une phase aiguë et les IgG spécifiques, traduisant une plus vieille 

infection (Hill et Dubey, 2002).  

• Identification par fluorescence 

La fluorescence permet la détection et la quantification du parasite dans les tissus. La cytométrie 

en flux est très efficace sur des quantités minimes de tissus (cerveau de souris). Il en est de même 

pour la microscopie à haut débit (Aldebert et al, 2011). 

• Techniques de PCR 

Lorsque T. gondii est recherché dans la viande, les techniques de PCR se révèlent très sensibles, 

spécifiques et constituent des méthodes de diagnostic rapide (Bessières et al, 2009). Le recours à 
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la PCR en temps réel (qPCR) renseigne de surcroît sur la quantité d’acide désoxyribonucléique 

(ADN) présente. SAG1 et B1 sont les marqueurs les plus recherchés.  

 

6- Manifestations physiopathologiques 

La toxoplasmose est la plupart du temps bénigne et ses symptômes sont quasiment imperceptibles 

chez les personnes immunocompétentes. En effet, aucune manifestation n’est décelée chez près de 

80% des individus infectés et chez les 20% restant, des symptômes non spécifiques comme 

l’asthénie, la fièvre ou la lymphadénopathie sont présents (Halonen et Weiss, 2013 ; Taila et al, 

2011). 

Les signes cliniques varient selon la cible et la forme parasitaire. Ainsi, l’infection par T. gondii 

chez la femme enceinte varient en fonction de l’âge gestationnel à la primo-infection (avortement 

pendant le premier trimestre ; très graves lésions neurologiques, oculaires et autres atteintes multi-

viscérales pendant le deuxième trimestre ; lésions moins sévères au cours du troisième trimestre) 

(Chalhoub, 2012). Chez le nouveau-né, les atteintes les plus graves sont : l'hydrocéphalie, le retard 

mental, l'épilepsie et la cécité, mais ces manifestations peuvent apparaître plus tard dans la vie 

(McAuley, 2014). Chez l’adulte, la défaillance du système immunitaire (cas d’infection par le VIH, 

cancer ou transplantation d’organe), peut donner lieu à une toxoplasmose sévère résultant soit 

d’une infection aigüe acquise, soit d’une infection latente réactivée (Wang et al, 2017, Ali et al, 

2019). Dans le cas de la toxoplasmose oculaire aussi bien congénitale qu’acquise, l’installation 

d’une rétinite nécrosante peut progresser jusqu’à provoquer la cécité (Park et al, 2013). La 

dissémination des tachyzoïtes dans les muscles et le cerveau peut déclencher des lésions ou former 

des kystes qui peuvent se rompre en cas d’immunité faible. La sévérité et la fréquence plus élevées 

de la toxoplasmose oculaire en Amérique du Sud par rapport à l'Europe sont probablement dues à 

l'exposition à des souches plus virulentes (Gilbert et al, 2008 ; Pfaff et al, 2014). 

Dans le domaine de l’élevage, les pertes économiques peuvent être importantes lorsque la 

toxoplasmose est contractée pendant la gestation et la sévérité de l’infection est dépendante de 

l’âge gestationnel. Des risques d’infertilité sont possibles au stade précoce de la gestation. 

Cependant, la primo-infection confère une immunité durable (Owen et al, 1998). 
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7- Traitement pharmacologique 

Lors d’une infection sans signe clinique chez un patient immunocompétent, aucun traitement n’est 

recommandé. Lors de toxoplasmose (choriorétinite, encéphalite), une combinaison de 

médicaments antiparasitaires est généralement prescrite (souvent constituée de sulfonamides et de 

pyriméthamine). En effet, les sulfonamides bloquent la fabrication des bases puriques et autres en 

rapport avec la formation des acides nucléiques et la pyriméthamine est un inhibiteur de la synthèse 

de l’acide folique, perturbant la synthèse des acides nucléiques parasitaires. L’efficacité de ces 

traitements sur les kystes toxoplasmiques sont très limités ou inexistants. En effet, certains 

médicaments antifongiques tels que fluconazole et itraconazole ont montré une activité 

antitoxoplasmique sur les kystes chez la souris infectée par le toxoplasme (Martins-Duarte et al, 

2010). Chez les animaux, aucun traitement n’est actuellement disponible. Plusieurs thérapies de 

toutes sortes (antimicrobiennes, anti-protozoaires, anti-fongiques, anti-bactériennes, immuno-

modulatrices, anti-rétrovirales, anti-cancérigènes et anti-psychotiques) sont envisageables dans les 

revues de la littérature (Neville et al, 2015). Chez la femme enceinte, la clindamycine est proposée 

à cause de l’effet tératogène pour le fœtus de l’association pyriméthamine et sulfamides. 

8- Ultrastructure de T. gondii 

T. gondii possède les organites universels des eucaryotes que sont le noyau, le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi. Toutefois, il arbore des organites spécifiques au phylum 

(Khan et al, 2005).  

Les organites typiques des parasites Apicomplexa 

T. gondii est pourvu des compartiments spécifiques que sont : la pellicule, le cytosquelette 

contenant des microtubules très stables et rigides, l’apicoplaste et des organites sécrétoires apicaux 

nommés rhoptries, micronèmes et granules denses, indispensables à l’infection de l’hôte. Les 

micronèmes permettent la reconnaissance de la cellule hôte, les rhoptries, la formation de la 

jonction mobile lors de l’invasion, de la vacuole parasitophore et la modulation de la réponse 

immune. En effet, un bon nombre des protéines ROP sont des kinases ou des pseudokinases qui 

sont envoyées dans le noyau de la cellule infectée pour contrôler la transcription des gènes de l’hôte 

en phosphorylant des molécules comme STAT1 ou STAT6, ce qui fait de ces ROPs des facteurs 

de virulences et les parasites de type I sont particulièrement connus pour avoir ces phénotypes 

contrairement au parasite de type II (Boothroyd and Dubremetz 2008a) (Saeij et al. 2006). Ces 
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deux organites, rhoptries et micronèmes ont une localisation apicale. Par ailleurs, T. gondii possède 

un troisième organite sécrétoire à savoir les granules denses dispersées dans tout le parasite ; les 

granules denses interviennent dans la maturation de la vacuole parasitophore en un compartiment 

fonctionnel permettant le développement du parasite (Carruthers et Sibley, 1997). Cependant, il a 

été récemment décrit en 2017 que certaines protéines GRA sont ciblées dans le noyau de la cellule 

infectée et y régulent la transcription (Hakimi, Olias, and Sibley 2017). En dehors du génome 

nucléaire, ce parasite a la particularité de disposer du génome de l’apicoplaste, organite 

caractéristique des Apicomplexa et du génome mitochondrial (Pelletier et al, 2002).  

• L’apicoplaste 

Tous les parasites apicomplexes excepté Cryptosporidium parvum possèdent un apicoplaste (Zhu 

et al, 2000). Cet organite provient d’une endosymbiose secondaire au cours de laquelle l’ancêtre 

des parasites de ce phylum aurait ingéré une algue rouge, il est donc entouré de quatre membranes 

lipidiques (Roos et al, 1999 ; Van Dooren et Striepen, 2013). Son génome est circulaire, mesure 35 

kb et est composé d’environ 50 gènes. Au cours de l’évolution, un bon nombre de ces gènes a été 

transféré dans le génome nucléaire et code des protéines de cet organite. Par conséquent, cet 

organite n’a plus d’activité photosynthétique mais conserve ses fonctions de synthèse d’acides gras 

et de composés isoprénoïdes (Köhler et al, 1997). Les parasites génétiquement modifiés et privés 

d’apicoplaste n’étant pas viables, cet organite est essentiel au développement et à la survie de T. 

gondii (He et al, 2001). 

• La pellicule 

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

une membrane intermédiaire, et une membrane interne. La membrane plasmique du parasite 

correspond à la membrane externe. Elle est soutenue sur sa face cytoplasmique par un réseau 

complexe et hautement organisé de protéines de type filament intermédiaire et par un réseau 

subpelliculaire de cytosquelette de microtubules, qui joue un rôle déterminant dans la conduite de 

la motilité par glissement du parasite (Frénal et al, 2017). Ces protéines de surface (SAGs : Surface 

AntiGens) sont impliquées dans l’adhésion initiale du parasite à la cellule hôte lors du processus 

d’invasion ; dans la virulence de la souche parasitaire ; dans la modulation de la réponse immune, 

et dans la protection du parasite en milieu extracellulaire (Mineo et Kasper, 1994 ; He et al, 2002). 
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Le complexe membranaire interne (CMI) (Figure 3) est interrompu à plusieurs niveaux : au niveau 

apical au-dessous du conoïde, au niveau de la partie postérieure arrondie du parasite, et au niveau 

du micropore, invagination circulaire et latérale de la membrane plasmique qui pourrait être 

impliquée dans les processus d’endocytose (Nichols et al, 1994). 

 

Figure 3: Pellicule de T. gondii (d’après Keeley et Soldati, 2004) 

• Le cytosquelette cortical 

Le complexe apical, qui a donné son nom à l'embranchement des Apicomplexa, comprend une 

structure cytosquelettique appelée le conoïde (Figure 4). Il s'agit d'un assemblage de fibres 

disposées en spirale provenant des anneaux préconoïdaux, à l'extrémité distale de la structure, mais 

aussi de l'anneau polaire, d'où partent les 22 microtubules subpelliculaires.  Le conoïde a la forme 

d’un cylindre conique constitué de filaments de tubulines polymérisées qui sont assemblés en 

proto-filaments de 26 à 30 nm de long enroulés en spirale selon une architecture originale (Hu et 

al, 2002). 

Lors de l’invasion de la cellule hôte, la protrusion conoïdale ainsi que la sécrétion des protéines 

de micronèmes et de rhoptries à travers la membrane plasmique sont induites par le flux calcique. 

La rétraction du conoïde a lieu à la fin de l’invasion et implique notamment TgDLC1 (Dynein 

Light Chain) qui pourrait former une partie du moteur ; TgCAM1-2 (CAlciuM-binding proteins) 

qui réguleraient la motilité du conoïde suite à l’influx calcique précédant l’invasion (Hu et al, 

2006). 

• Les micronèmes 

Les micronèmes sont des organites sécrétoires en forme de petits bâtonnets de 0,4 x 0,1 μm 

rattachés à la face cytoplasmique du CMI au niveau de l’apex du parasite. Ils renferment un grand 
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nombre de protéines qui jouent un rôle primordial dans l’infection. Ce sont les protéines MIC (pour 

MICronème) à domaine adhésine (TgMIC1 à TgMIC16), TgSUB1, protéine pourvue d’un domaine 

« subtilisin-like serine protease » et intervenant dans la formation de la jonction mobile, TgAMA1 

(Apical Membrane Antigen 1) disposant de domaines de type thrombospondine et TgSPATR 

(Secreted Protein with an Altered Thrombospondin Repeat) (Kawase et al, 2010). 

Les adhésines interviennent dans les processus d’attachement à la cellule hôte. C’est l’exemple de 

MIC2 qui se lie aux protéoglycannes héparanes sulfates et à la protéine ICAM-1 (InterCellular 

Adhesion Molecule 1) (Harper et al, 2004 ; Barragan et al, 2005). Par ailleurs, l’invalidation du 

gène TgMIC2 a provoqué des défauts dans le trafic de M2AP, la défectuosité de l’attachement et 

de l’invasion de la cellule hôte, la perte de la motilité par glissement hélicoïdale du parasite et 

l’incapacité à soutenir une infection létale dans un modèle murin de toxoplasmose aigüe. Ce qui 

montre que le complexe MIC2-M2AP est essentiel pour la virulence de T. gondii (My-Hang Huynh 

and Carruthers 2006). La protéine MIC1 reconnaît et interagit avec les résidus d’acides sialiques 

grâce au domaine lectinique (Blumenschein et al, 2007). Le complexe TgMIC3/TgMIC8 semble 

interagir avec du N-acétyl-glucosamine (Cerede et al, 2002 ; 2005). Les protéines TgMIC10 et 

MIC11 ne possèderaient pas de domaine d’adhésion. Ce sont des protéines solubles, courtes qui ne 

s’enchâssent pas dans la membrane du parasite au moment de l’invasion et qui auraient un rôle 

dans l’agencement des complexes protéiques dans les micronèmes. 

Les protéines de micronèmes agissent en synergie au moment de l’invasion, les protéines 

transmembranaires établissant un lien entre la cellule hôte et le moteur acto-myosine situé sous la 

membrane parasitaire pour permettre la pénétration du parasite à l’intérieur de la cellule hôte 

(Jewett et Sibley, 2003). Les protéines de micronèmes de type perforine permettent l’échappement 

de la cellule hôte.   

• Les rhoptries 

T. gondii possède 6 à 12 rhoptries. Ces organites de sécrétion sont remarquablement gros et 

présentent une base en forme de bulbe et d’un cou effilé vers l’apex (mesures 2-3μm x 0,2 μm). 

Leur cou effilé peut fusionner avec la membrane apicale. Les rhoptries possèdent un pH acide, ce 

qui suggère une origine émanant probablement des voies de sécrétion et d’endocytose (Shaw et al, 

1998). Les rhoptries sont synthétisées via un organite intermédiaire, la pré-rhoptrie dans laquelle 

se déroule notamment un clivage protéolytique des protéines de rhoptries. Cette étape qui est 

cruciale pour la maturation des protéines de rhoptries et par conséquent à la formation d’un organite 
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fonctionnel (Shaw et al, 2002). On y trouve notamment des hydrolases spécialisées, 

caractéristiques des lysosomes des peptidases impliquées dans la maturation des protéines. (Que et 

al, 2002).  

En effet, toutes les protéines de rhoptries possèdent un peptide signal, un prodomaine, et beaucoup 

présentent au moins un domaine transmembranaire potentiel ou une ancre GPI, ce qui suggère une 

association avec les membranes. Plusieurs ROPs et de RONs présentent des domaines répétés qui 

pourraient être impliqués dans des interactions protéines-protéines. Les protéines de rhoptries 

jouent un rôle dans l’établissement de la vacuole parasitophore tandis que d’autres serviraient à 

détourner ou contrôler certaines fonctions biologiques de l’hôte. C’est le cas des « expériences 

kinases » en présence de P32 qui ont montré l’autophosphorylation de ROP16 et cette protéine est 

capable de phosphoryler des substrats de la cellule hôte (Ong et al, 2010). On trouve également 

différents types de protéases dans les rhoptries. Par exemple, SUB2 est une sérine-protéase de type 

subtilisine qui a été identifiée par homologie avec la protéine SUB2 du parasite P. falciparum 

(Miller et al, 2003). Certaines protéines comme agissent dans le noyau de la cellule hôte. ROP18 

phosphoryle et inactive une famille de GTPases liées à l'immunité de l'hôte, préservant le parasite 

de la lyse (Fentress et Sibley, 2011). ROP16 interfère avec la transduction du signal dans le noyau 

de l'hôte par la phosphorylation de l'activateur STAT3/6 (Butcher et al., 2011). 

Les rhoptries de T. gondii contiennent aussi une fraction lipidique, composée majoritairement de 

cholestérol et de phospholipides parmi lesquels la phosphatidylcholine (Foussard et al, 1991). Lors 

du relargage des rhoptries, la sécrétion des lipides faciliterait la formation de la membrane de la 

vacuole naissante. Des études plus récentes suggèrent que le cholestérol contenu dans la membrane 

de la vacuole parasitophore provient majoritairement de la cellule hôte et que la contribution 

parasitaire bien que mineure, pourrait être essentielle à la formation de la vacuole parasitophore 

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

• Les granules denses 

Les granules denses constituent le troisième type d’organite sécrétoire et dont les protéines 

permettent l'établissement intracellulaire de T. gondii à l’intérieur de la vacuole parasitophore et 

participent au contrôle de la transcription (Mercier et al, 2015). 

Avec des structures sphériques de 200 nm de diamètre, on dénombre environ 15 GD par tachyzoïte, 

dispersés dans l’ensemble du cytoplasme. La plupart des protéines GRA possèdent un peptide 

signal et un domaine transmembranaire de type I entouré par deux domaines hydrophiles. Les GRA 
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ne présentent pas d’homologie de séquences avec d’autres protéines connues. On retrouve dans cet 

organite également deux nucléotide-hydrolases (Bermudes et al, 1994), deux inhibiteurs de 

protéases (Pszenny et al, 2000) et une peptidyl-prolyl isomérase (Carey et al, 2000). 

Les protéines GRA sont secrétées dans la vacuole parasitophore une fois celle-ci refermée autour 

du parasite (Carruthers et Sibley, 1997). Certaines protéines de granules denses sont impliquées 

dans la maturation de la vacuole parasitophore, dans le recrutement de nutriments au sein de la 

cellule hôte ou dans le déclenchement de la réponse immune de l’hôte. De plus, la sécrétion des 

granules denses intervient en deux temps, tout d’abord sous forme d’un pulse de sécrétion au 

moment de l’invasion, puis de manière continue pendant le développement intracellulaire du 

parasite. La sécrétion de ces organites ne peut être déclenchée par le Ca2+. Elle présente donc des 

traits caractéristiques à la fois d’une sécrétion régulée et d’une sécrétion constitutive. 

La sécrétion des protéines GRA coïncide avec des changements structuraux de la vacuole. Il y a en 

effet l’établissement d’un réseau membranaire formant des nanotubes présents dans l’espace entre 

les parasites et la membrane de la vacuole parasitophore. Ce réseau permet de connecter les 

parasites à la membrane interne de la vacuole parasitophore, et d’établir des liens entre eux. La 

majeure partie des protéines GRA est associée au réseau membranaire, soit au niveau des tubules 

membranaires (TgGRA2/TgGRA4/TgGRA6) (Mercier et al, 2002), soit au niveau de la membrane 

de la vacuole parasitophore et des extensions vers le cytoplasme de la cellule hôte 

(TgGRA3/TgGRA5/TgGRA7/TgGRA8, Mercier et al, 2005). 

• La vacuole parasitophore (VP) 

La vacuole parasitophore sert de barrière physique entre T. gondii et le cytosol de la cellule hôte et 

protège le parasite contre l’acidification et la dégradation par les enzymes lysosomales (Dou et al. 

2014). Elle est formée par invagination de la membrane plasmique de l’hôte au moment de 

l’invasion et est maturée par les protéines de granules denses afin d’offrir un environnement 

propice à la réplication et à la survie du parasite. T. gondii obtient le matériel de l’hôte par le biais 

de canaux membranaires et de transporteurs (Dou et al. 2014). 
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Figure 4: Ultrastructure de T. gondii (Sanchez et Besteiro, 2021) 

9- Mécanisme d’invasion de la cellule hôte  

L’envahissement de la cellule hôte par les tachyzoïtes de T. gondii est régie par trois mécanismes 

successifs : l’attachement aux récepteurs de la cellule hôte ; la réorientation du pôle apical et la 

formation de la jonction mobile. 

 

• L’attachement aux récepteurs de la membrane plasmique (MP) de la cellule hôte : le 

contact entre les deux cellules est l’œuvre des protéines de micronèmes (MICs). La plupart 

de ces protéines possèdent un domaine extracellulaire et des adhésines facilitant ainsi leur 

rôle fonctionnel durant tout le processus d’invasion. Ainsi MIC1 possède un domaine 

lectine qui lui permet de rentrer en interaction avec des résidus d’acide sialique 

(Blumenschein et al, 2007). S’agissant de MIC2, elle se lie à des protéoglycannes héparines 

sulfates et la protéine ICAM-1 (Harper et al, 2004). Lors de ce contact membranaire entre 

le parasite et la cellule hôte, d’autres complexes protéiques telles que TgMIC3/TgMIC8 

(Figure 5) interagissent de façon spécifique avec de la N-acétyle-glucosamine de l’hôte 

(Cérède et al, 2005).  
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• Après ce premier contact, T. gondii réoriente son pôle apical qui vient se mettre 

perpendiculairement à la MP de la cellule hôte. Ce faisant la sécrétion des protéines ROP 

et MIC puis leur décharge dans la cellule en cours d’infection se mettent en route ainsi que 

le complexe moteur dénommé acto-myosine qui permet au parasite de glisser à l’intérieur 

de la cellule hôte. Il s’en suit la mise en place du complexe sous-membranaire (glidéosome) 

qui résulte de la coordination du complexe acto-myosine et des MICs, ce qui donne la force 

motrice nécessaire au parasite pour invaginer la membrane plasmique de l’hôte (Jewett et 

Sibley, 2003 (Figure 5).  

• La création de la jonction mobile (JM) : il s’agit du site contact entre les deux cellules et 

à travers lequel le parasite entre dans le cytoplasme de la cellule hôte. Elle est aussi 

indispensable à l’invasion comme les autres étapes d’ailleurs. La mise en place de la JM est 

l’œuvre de plusieurs protéines des micronèmes comme celles des rhoptries et surtout les 

protéines du cou des rhoptries (RONs). Les protéines RON2, RON4, RON5 et RON8 qui 

sont secrétées une fois libérées interagissent avec l’antigène majeur apical des micronèmes 

(AMA1) établissant ainsi la JM (Alexander et al, 2005 ; Besteiro et al, 2009). 
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Figure 5: Processus d'invasion de la cellule hôte (Shen et Sibley, 2012). 

 

B- Généralités sur P. falciparum 

P. falciparum est un parasite intracellulaire obligatoire de l'homme qui cause le paludisme. Il est 

responsable d'une mortalité élevée et constitue ainsi un problème majeur de santé publique (Ali et 

al. 2021). Au cours de ma thèse, j’ai testé des inhibiteurs sur T. gondii et vérifié leur activité sur 

des stades érythrocytaires de P. falciparum. 

 

1- Ultrastructure de P. falciparum 

P. falciparum dispose des organites caractéristiques d’une cellule eucaryote. Il possède de surcroît, 

ceux propres aux Apicomplexa que sont les rhoptries, micronèmes et granules denses, formés de 

novo durant les derniers stades intracellulaires (Nishi et al. 2008), un complexe membranaire 

interne (Verhoef et al. 2021) et deux organites singuliers d’origine endosymbiotique (le 
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mitochondrion et l’apicoplaste) (Wilson et Williamson, 1997) qui y jouent le rôle que chez son 

homologue T. gondii (Figure 6). 

La biogenèse des organites de P. falciparum est un processus complexe qui commence par être 

compris au fil des années (Hallée et al. 2018). Ce processus dynamique passe par différents stades 

du cycle de vie du parasite. Le stade invasif ou le mérozoïte est important du point de vue 

immunologique car il est brièvement extracellulaire et donc exposé aux anticorps de l'hôte entre le 

moment où il quitte un érythrocyte et entre dans le suivant (L. H. Bannister et al. 2000). Le 

complexe membranaire interne (IMC), des vésicules aplaties sous-jacentes à la membrane 

plasmique, le complexe apical et les organites sécrétoires séquentiellement libérés au cours du 

processus d'invasion définissent les structures du parasite à ce stade (Morrissette and Sibley 

2002b). Les caractéristiques déterminantes de l’invasion des parasites mérozoïtes sont le complexe 

de la membrane interne et les organites sécrétoires apicaux (Hallée et al. 2018) et cela est similaire 

à T. gondii.  

 

Figure 6: Ultrastructure d’un mérozoïte de P. falciparum (Flammersfeld et al. 2018) 
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2- Cycle biologique 

Le cycle de vie de P. falciparum se déroule chez deux hôtes : 

• L’hôte définitif: le moustique femelle hématophage du genre Anopheles au niveau duquel 

a le lieu la reproduction sexuée; 

• L’hôte intermédiaire: l’homme, qui héberge la reproduction asexuée du parasite. 

 

2.1- Chez l’hôte définitif  

Il existe environ 25 espèces du genre Anopheles sur les 400 espèces connues qui sont de bons 

vecteurs du paludisme (Argy and Houzé 2018). La reproduction sexuée de P. falciparum chez le 

moustique femelle commence par l’ingestion d’un repas sanguin infecté (contenant des 

gamétocytes) chez les humains. Ces gamétocytes mâles et femelles murissent dans l’intestin du 

moustique sous l’influence de plusieurs facteurs environnementaux tels que la baisse de la 

température qui passe de 37°C à environ 5°C, l’augmentation du pH à environ 8 et l'exposition à 

l'acide xanthurénique (Bennink, Kiesow, and Pradel 2016). Suite à ces changements, des cascades 

de réactions biochimiques, produites, telles que l’activation de guanylyl cyclases et de kinases ainsi 

que l’activation de voies de transduction du signal dépendantes du calcium et de l’inositol 

triphosphate provoquent leur développement et leur sortie des globules rouges (Vlachou et al. 

2006). Une protéine kinase dépendant du calcium, CDPK4, et une autre kinase activée par un 

mitogène, Pbmap2, sont essentielles pour la régulation de l'exflagellation pour la libération d’un 

gamète femelle et la génération de huit gamètes mâles flagellés capables de se lier aux gamètes 

femelles pour la fécondation (Vlachou et al. 2006). Après la fusion des gamètes, le zygote se 

transforme en un ookinète mobile comportant des micronèmes, un complexe membranaire interne 

et des microtubules subpelliculaires, mais pas de rhoptries, et atteint la face basale de l'épithélium 

du moustique (Khan et al. 2005). Il commence à se transformer en oocyste en subissant une méiose 

sans cytokinèse, donnant ainsi lieu à un parasite multinucléé qui croît progressivement (Reininger 

et al. 2005). Le développement de l’oocyste se poursuit avec la division de son cytoplasme en 

plusieurs compartiments appelés sporoblastes dans lesquelles se réalise la sporogonie. En maturité, 

les sporozoïtes haploïdes bourgeonnent à partir des sporoblastes, se libèrent de l'oocyste, migrent 

dans l'hémocèle, où ils sont transportés par l'hémolymphe et infectent les glandes salivaires du 

moustique (Vlachou et al. 2006). A ce stade, une femelle moustique infectieuse est plus apte à 

piquer et augmente ainsi les chances des sporozoïtes à être transmis à un humain (Busula et al. 

2017). 
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2.2- Chez l’hôte intermédiaire 

Lors de la prise d’un repas de sang chez un humain, le moustique infecté injecte également des 

sporozoïtes dans la peau de ce dernier. Ces sporozoïtes migrent du site d'inoculation dans la peau 

et franchissent plusieurs barrières cellulaires, y compris les fibroblastes dermiques, les cellules 

endothéliales, les cellules endothéliales sinusoïdales du foie et les cellules de Kupffer avant 

d’atteindre leur destination finale: les hépatocytes (Loubens et al. 2021). Les processus impliqués 

dans la reconnaissance et pénétration de ces différentes cellules ne sont pas encore bien élucidés 

(Iyer et al. 2007). Dans le parenchyme hépatique, les sporozoïtes traversent plusieurs hépatocytes, 

parfois établissent à l’intérieur de quelques hépatocytes une vacuole transitoire, avant de passer à 

l'invasion d'un hépatocyte final avec formation de la vacuole parasitophore et différenciation dans 

un premier cycle de réplication asexuée (Govindasamy et al. 2016). L’hépatocyte ainsi infecté est 

débarrassée de certaines protéines sélectives pouvant entrainer l’apoptose (Vaughan and Kappe 

2017). La motilité des sporozoïtes est régulée par la protéine kinase cyclique GMP-dépendante 

(PKG) et la protéine kinase 4 dépendante du calcium (CDPK4). L’invasion des hépatocytes est 

déclenchée par une cascade d'événements de signalisation initiés par l'interaction entre la protéine 

circumsporozoïte (CS) à la surface du sporozoïte et les protéoglycanes d'héparane sulfate fortement 

chargés négativement à la surface des hépatocytes (Coppi et al. 2007). Ces événements entraînent 

la régulation de la sécrétion de protéines par des organites spécialisés, la signalisation médiée par 

le calcium et le traitement des adhésines de surface chez les sporozoïtes. Le processus d’invasion 

est régulé par la protéine kinase 4 dépendante du calcium (CDPK4) et la protéine kinase cyclique 

GMP-dépendante (PKG) régule la formation et/ou à la libération du mérosome qui permet aux 

mérozoïtes formés de sortir de l'hépatocyte infecté (Govindasamy et al. 2016). Le mérosome migre 

dans les sinusoïdes et atteint les capillaires, où il libère les milliers de mérozoïtes qu’il contient 

dans la circulation sanguine. Les mérozoïtes envahissent les globules rouges (RBC), dans lesquels 

un deuxième cycle de réplication asexuée a lieu (Venugopal et al. 2020). Au cours de la rencontre, 

le mérozoïte et le RBC subissent une série ordonnée d'interactions adhésives, dont la plupart sont 

médiées par l'interaction des récepteurs des RBC avec des protéines parasites, ou des ligands 

d'invasion, ancrés à la surface de la membrane plasmique du mérozoïte. En effet, les protéines de 

surface du mérozoïte (MPS) sont attachées sous forme de protéines ancrées au 

glycophosphatidylinositol (GPI) lors de l’attachement initial (Beeson et al. 2016). Le mérozoïte se 
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réoriente ensuite, de sorte que son extrémité apicale entre en contact avec la surface du RBC. 

Simultanément, le parasite induit localement la déformation de l'érythrocyte (Iyer et al. 2007). Des 

interactions secondaires se produisent alors, médiant un attachement fort et irréversible au RBC. 

Elles se font entre les familles de protéines de l'antigène de liaison aux érythrocytes (EBA) et des 

protéines homologues de type réticulocytes (PfRH) du mérozoïte avec le RBC (Paul, Egan, and 

Duraisingh 2015). Une fois la réorientation effectuée, les protéines des micronèmes et rhoptries 

interviennent dans des interactions spécifiques entre le parasite et l'hôte (Iyer et al. 2007). En effet, 

l'antigène membranaire apical 1 (AMA1), une protéine intégrale liée à la membrane interagit avec 

les protéines RON2 (partie du complexe RON), qui sont sécrétés par les mérozoïtes et transloqués 

à la surface des globules rouges avant l’invasion, ce qui permet d’initier la jonction mobile (Richard 

et al. 2010). Suite à cela, l'invasion s’effectue rapidement avec l'évacuation du contenu en 

micronèmes, rhoptries et enfin granules denses (Iyer et al. 2007). Grâce au glidéosome, le 

mérozoïte pénètre dans le RBC, formant un anneau circonférentiel autour du parasite qui délimite 

également la vacuole parasitophore naissante (Koch and Baum 2016; Paul, Egan, and Duraisingh 

2015). L’anneau se développe pour donner un trophozoïte. A ce stade, le parasite comporte tous 

ses organites et modifie le RBC, en exportant des protéines et en récupérant des nutriments 

importants pour sa croissance et son développement (L. Bannister et Mitchell, 2003). Le parasite 

se développe ensuite en schizonte, et celui-ci se divise pour donner de nombreux mérozoïtes, 

lesquels, après rupture de la membrane érythrocytaire, vont pouvoir infecter d’autres érythrocytes 

(Baunaure and Langsley 2005) (Figure 7). 
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Figure 7: Cycle biologique de P. falciparum (Maier et al. 2019) 

 

3- Paludisme 

Le paludisme est une cause importante de morbidité et de mortalité et crée d'énormes difficultés 

socio-économiques. La maladie est confinée aux climats tropicaux et subtropicaux, en particulier 

en Afrique. Les espèces de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale 

(wallikeri et curtisi), Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi sont les parasites responsables 

du paludisme. Mais la majorité des cas et presque tous les décès sont causés par Plasmodium 

falciparum. Les efforts actuels de lutte contre le paludisme se concentrent sur la réduction de la 

morbidité et de la mortalité attribuables. La chimioprophylaxie ciblée et l'utilisation de 

moustiquaires imprégnées d'insecticide ont été couronnées de succès dans certaines zones 
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endémiques (Suh, Kain, and Keystone 2004). Mais force est de constater qu’il existe aujourd’hui 

un risque accru de cas de résistance antipaludique et de résistance aux insecticides dans les zones 

endémiques. Ce qui oblige à se tourner vers la recherche de nouvelles molécules antipaludiques et 

insecticides. D'autres approches de lutte contre le paludisme, y compris la manipulation génétique 

des moustiques et des vaccins contre le paludisme, sont des domaines de recherche en cours.  

 

3.1- Traitement du paludisme  

Plusieurs médicaments antipaludiques sont utilisés dans la lutte contre P. falciparum. Ces drogues 

sont réparties en quatre familles suivant leurs structures chimiques et leurs modes d’action et sont 

répertoriées dans le tableau 1. 
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Tableau 1: Familles d’antipaludiques et mécanismes d’action 

A partir des données de (Antony and Parija 2016), (Arrow, Panosian, and Gelband 2004; Müller 

and Hyde 2010; Tse, Korsik, and Todd 2019). 

Familles des 

antipaludiques 

Familles structurales 

chimiques 

Noms des 

médicaments 

Mécanismes d’action moléculaire 

 

 

 

 

 

 

Dérivés des 

quinoléines 

 

4-aminoquinolines 

Chloroquine 

Amodiaquine 

Pipéraquine 

S’accumulent dans la vacuole 

digestive, se lient à la molécule de 

β-hématine et inhibent la voie de 

détoxification de l'hème  

Amino-alcools 

Quinine, 

Mefloquine, 

Halofantrine, 

Luméfantrine, 

 

8-aminoquinolines 

Primaquine 

Tafénoquine 

 

Inconnu 

 

 

Naphtoquinones 

 

 

Atovaquone 

Agit comme un complexe 

inhibiteur du cytochrome bc1 en 

bloquant le transport 

mitochondrial des électrons au 

cours de la respiration cellulaire. 

 

 

Dérivés 

antifolates 

Pyriméthamine Pyriméthamine Inhibent la biosynthèse du folate 

en agissant comme des inhibiteurs 

compétitifs (cible l'activité de la 

dihydrofolate réductase (DHFR) 

et l'activité de la dihydroptéroate 

synthétase (DHPS)) 

Proguanil Proguanil 

 

Sulfamides 

Sulfamides 

Sulfadoxine 

Sulfone 

 

Dérivés de 

l’artémisinine 

Endopéroxyde de 

lactone 

sesquiterpénique 

Dihydroartémisinine 

Artésunate 

Artéméther 

Activation de la molécule par 

l’hème suivie de la production des 

radicaux libres qui endommagent 
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les protéines les protéines 

parasitaires majeurs 

 

Antibiotiques  

 

Tétracycline et 

Lincisamide 

Tétracycline  

Doxycycline  

Clindamycine 

Inhibent les facteurs de la 

traduction et les voies de synthèse 

protéique 

 

Progrès dans le développement de nouveaux médicaments antipaludiques 

L’émergence des résistances de Plasmodium sp. face aux médicaments actuellement 

disponibles conduit au développement de nouveaux médicaments antipaludiques et la recherche de 

nouvelles cibles thérapeutiques. Ces nouveaux médicaments doivent respecter des caractéristiques 

à savoir: (i) résoudre les problèmes de pharmacorésistance, (ii) avoir un délai d'action rapide, (iii) 

être sûr, en particulier chez les enfants et les femmes enceintes, et (iv) guérir le paludisme en une 

seule dose idéalement (Burrows et al. 2017). Outre cela, les protéines cibles antipaludiques 

actuellement étudiées sont entre autre les protéases, les protéines kinases, l’inhibiteur du 

transporteur de sucre Plasmodium, l'inhibiteur de l'aquaporine-3, l'inhibiteur du transport de la 

choline, l'inhibiteur de la dihydroorotate déshydrogénase, l'inhibiteur de la biosynthèse des 

isoprénoïdes, l'inhibiteur de la farnésyltransférase et les enzymes impliqués dans le métabolisme 

des lipides et la réplication de l'ADN (Belete 2020). Il existe environ 13 nouveaux médicaments 

antipaludiques en développement clinique, dont neuf sont en phase 2 (Ashley and Phyo 2018). La 

figure 8 résume quelques médicaments utilisés et ceux en développement ainsi que leurs cibles 

thérapeutiques. 
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Figure 8: Représentation schématique d’un trophozoïte montrant les sites d’action de nouveaux 

antipaludiques (Ashley and Phyo 2018) 

Malgré les efforts et les moyens de lutte contre Plasmodium, la résistance aux médicaments 

apparait à plusieurs reprises à la suite de l'utilisation généralisée et fréquente de médicaments 

antipaludiques et a contribué significativement à l'échec du contrôle et de l'éradication du 

paludisme dans le monde (Takala-Harrison and Laufer 2015). 

 

3.2- Résistances aux antipaludiques   

Plusieurs facteurs sont à la base de la résistance aux antipaludiques. La manière dont les 

médicaments sont utilisés ainsi que les conditions sociales et économiques dans lesquelles ils sont 

utilisés ont accéléré la résistance antipaludique (Packard 2014). Les processus impliqués dans la 

résistance sont: (i) la vitesse à laquelle des mutations de novo conférant une résistance apparaissent 

et sont sélectionnées par l'utilisation de médicaments chez un individu; et (ii) la propagation de ces 

allèles résistants à d'autres individus (Klein 2013). Les médicaments antipaludiques ciblent 

principalement les cycles répétés d'invasion et de réplication dans les érythrocytes de l'hôte afin de 
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réduire la charge parasitaire chez l'hôte et à supprimer la recrudescence (Miguel-Blanco et al. 

2021). Mais, malheureusement aujourd’hui, des souches résistantes existent pour presque tous les 

médicaments disponibles (Tang et al. 2020). Et pour de nombreux médicaments, l'étendue de la 

résistance est incertaine et les mécanismes de résistance sont inconnus (Cui et al. 2015).  

Des mécanismes de souches résistantes aux antipaludiques ont été relevés : 

➢ Résistance médiée par des mutations de transporteur  

L'émergence d'une souche résistante de Plasmodium à la chloroquine est due à la pression 

médicamenteuse. Cette résistance est causée par des mutations au sein du P. falciparum 

chloroquine resistance transporter (Pfcrt) (Takala-Harrison and Laufer 2015). La mutation est entre 

la lysine en thréonine en position 76 (Antony and Parija 2016) et fait partie d'une série complexe 

de neuf substitutions d'acides aminés conférant ainsi le phénotype résistant à la chloroquine 

(Takala-Harrison and Laufer 2015). La présence de parasites résistants à la chloroquine est restée 

fixée à près de 100 % dans certains pays mais quelques années après le retrait dans d’autres pays, 

le retour spectaculaire de l'efficacité de la chloroquine est observé (Frosch et al. 2014; Takala-

Harrison and Laufer 2015). Cela peut s’expliquer par la propagation d'un génotype sensible 

hautement adapté, tout comme la propagation de la résistance à la chloroquine ; une rétro mutation 

en position Pfcrt 76 pour restaurer la sensibilité à la chloroquine; ou la ré-expansion de divers 

parasites sensibles à la chloroquine qui ont survécu à une période de pression médicamenteuse à 

base de chloroquine et dont la fréquence a augmenté après le retrait du médicament (Takala-

Harrison and Laufer 2015). La résistance à la quinine quant à elle, est due au polymorphisme SNP 

de plusieurs transporteurs tels que les polymorphismes chez Pfcrt, chez P. falciparum multidrug 

resistance-1 (pfmdr1), qui code pour l'homologue de la glycoprotéine P, chez Plasmodium 

falciparum multidrug resistance protein-1 (Pfmrp1) qui est un membre de la superfamille des 

transporteurs ABC. Les mutations de ces transporteurs entrainent une diminution de la sensibilité 

à la quinine (Cui et al. 2015). 

➢ Résistance aux antifoliques 

La pyriméthamine en association avec la sulfadoxine connaissent une résistance suite 

l'accumulation progressive de mutations dans les gènes codant pour les enzymes la dihydrofolate 

réductase (Pfdhfr) et la dihydroptéroate synthase (Pfdhps) (Cui et al. 2015), notamment aux codons 

51, 59, 108 et 164 et aux codons 437, 540 et 581 respectivement. L’intensité de la résistance 
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conférée au parasite est corrélée à la fréquence des mutations dans ces gènes (Takala-Harrison and 

Laufer 2015). Aujourd’hui, l’utilisation de la sulfadoxine/pyriméthamine est en combinaison avec 

les Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine (CTA) dans certains pays pour le 

traitement préventif chez les femmes enceintes bien qu'une résistance généralisée limite ces 

interventions (Cui et al. 2015).  

➢ Résistance aux médicaments de la famille de l'artémisinine 

Malgré l’efficacité de l’artémisinine et ses dérivés avec des combinaisons à d’autres antipaludiques 

recommandés par l’OMS comme traitement de première ligne pour P. falciparum dans le monde, 

une résistance à l'artémisinine est signalée dans plusieurs pays et se manifeste par un retardement 

de l’élimination de la parasitémie après traitement. Cette résistance est liée à des mutations sur le 

domaine β-propeller de la protéine Kelch-13 de P. falciparum (Takala-Harrison and Laufer 2015). 

Cependant, une élimination rapide des parasites après traitement à l’artémisinine et ses dérivés a 

été observée en Afrique malgré des mutations de l'hélice K13 à de faibles niveaux dans les parasites 

(Cowell and Winzeler 2019). Cela suggère donc que toutes les mutations de l'hélice K13 ne sont 

pas associées à la résistance, que des loci secondaires sont impliqués dans la résistance ou que la 

résistance phénotypique est masquée par des niveaux élevés d'immunité antipaludique (Takala-

Harrison and Laufer 2015). La protéine est essentielle au développement intra-érythrocytaire du 

parasite. Elle est localisée dans les cytostomes à la périphérie du parasite ainsi que dans les 

vésicules intracellulaires qui s'associent à l'endocytose ou au trafic vésiculaire d'antigènes, y 

compris le transport de protéines médié par PfEMP1 (Wicht, Mok, and Fidock 2020). Par ailleurs, 

la protéine K13 modifie le cycle cellulaire en conférant une période prolongée de développement 

du stade anneau à trophozoïte, ce qui pourrait également expliquer l'activation réduite du 

médicament médiée par Fe (II) PPIX (Cowell and Winzeler 2019; Wicht, Mok, and Fidock 2020). 

II- Trafic intracellulaire des protéines des organites sécrétoires apicaux chez T. gondii 

L’organisation générale du système endomembranaire chez les eucaryotes a connu des 

changements spécifiques aux phylums se traduisant par la perte ou l’expansion de facteurs de trafic 

(Schlacht et al. 2014 ; Woo et al. 2015) (Elias et Klimes, 2012), ce qui a conduit à des adaptations 

uniques. Ces adaptations englobent aussi bien la perte que le développement d’organites exclusifs 

qui ne sont retrouvés que dans certains phylums (Jimenez-Ruiz et al. 2016). C’est le cas des 

rhoptries et des micronèmes chez les parasites Apicomplexa.  
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La machinerie moléculaire permettant la régulation du transport vésiculaire chez ces parasites 

est partiellement conservée. Des éléments impliqués dans le bourgeonnement, le transport et la 

fusion des vésicules ont été mis en évidence, notamment le NSF (N-ethylmaleimide-sensitive 

fusion factor) (Chaturvedi et al. 1999), un ensemble réduit de protéines Rab (Kremer et al. 2013), 

les SNAREs (N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor proteins) (Jackson 

et al. 2013), les sous-unités du coatomer (Pfluger et al. 2005), les complexes adaptateurs de 

clathrine (Ngô et al. 2003) et les Vps (Vacuolar Protein Sorting) (Tomavo et al. 2013 a ; Tomavo 

et al 2014b ; Morlon‐Guyot et al. 2015 ; Sangaré et al. 2016) (Venugopal et Marion 2018). 

Les micronèmes libèrent une variété de protéines impliquées dans divers processus biologiques 

tels que: l’ échappement de la vacuole parasitophore, l’adhésion, la motilité, la sécrétion des 

rhoptries et l’invasion de la cellule hôte (Dubois et Soldati-Favre 2019). Dans ce large éventail de 

protéines, les adhésines qui représentent la classe dominante et peuvent être classées en fonction 

de leurs domaines adhésifs répétés. Ces domaines assurent la liaison à divers antigènes de surface 

des cellules hôtes comprenant des protéines et des hydrates de carbone, tels que le collagène et 

l'acide sialique (Tomley et Soldati 2001). Ce type de protéines joue un rôle crucial dans 

l’attachement à la cellule hôte, la motilité et l’invasion. Chez T. gondii où elles sont appelées MICs, 

les protéines de micronèmes forment souvent des complexes constituant des unités fonctionnelles 

(M.-H. Huynh 2003; My-Hang Huynh et Carruthers 2006). MIC2 et M2AP (MIC2 Associated 

Protein) par exemple sont libérées sous forme de complexes à la surface parasitaire et contribuent 

à l’attachement et à la motilité par glissement (My-Hang Huynh et Carruthers 2006), donc sont 

essentielles à la virulence. L’assemblage de ces complexes dans les premiers compartiments de la 

voie sécrétoire, pendant le trafic permet le bon adressage de certaines sous-unités solubles (Harper 

et al. 2006 ; Reiss et al. 2001). Au moment de l’exocytose des protéines de micronèmes, les 

complexes d’adhésine sont largués à la surface parasitaire et s’amarrent à la membrane par le biais 

des protéines transmembranaires de ces complexes. L’interaction de la partie C-terminale avec le 

moteur actine-myosine permet la translocation vers l’arrière des complexes. Cette translocation 

provoque un mouvement vers l’avant favorable à la motilité par glissement et à l’invasion car elle 

permet au parasite de se propulser à l’intérieur de la cellule hôte par invagination de la membrane 

plasmique (Frénal et Soldati-Favre 2013). Par ailleurs, la libération de certaines protéines de 

rhoptries dépend de protéines de micronèmes telles que TgMIC8, Erythrocyte binding antigen-175 

(PfEBA175).  Cependant, les mécanismes biologiques qui en sont la cause aussi bien chez T. gondii 
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que chez P. falciparum restent inconnus (Kessler et al. 2008 ; Singh et al. 2010). Le complexe 

MIC3/MIC8 par exemple est indispensable à la sécrétion des rhoptries en contribuant à la formation 

de la jonction mobile lors de l’entrée du parasite (Kessler et al. 2008).  L’assemblage de la protéine 

AMA1 (Apical Membrane Antigen 1), très conservée chez les Apicomplexa avec un complexe de 

protéines RONs est nécessaire pour former la jonction mobile. Le complexe formé rapproche le 

parasite de la membrane plasmique, créant ainsi un site propice pour son entrée dans la cellule hôte 

(Bargieri et al. 2013 ; Lamarque et al. 2014 ; Mital et al. 2005). Les micronèmes secrètent des 

protéases notamment des protéases à sérine (subtilisines) et des protéases rhomboïdes (sécrétion 

constitutive) qui agissent sur les adhésines. Les adhésines après avoir accompli leur fonction, sont 

alors clivées par ces protéases afin de libérer les récepteurs de la cellule hôte et de permettre la 

progression de l’invasion (Zhou et al. 2004; Baker, Wijetilaka, and Urban 2006; Dowse and Soldati 

2004; Lagal et al. 2010; Shen et al. 2014). Les protéines de micronèmes de type perforine 

établissent des complexes qui portent atteinte à l’intégrité de la membrane de la vacuole 

parasitophore et de la cellule hôte afin de permettre la sortie des parasites. Ces protéines clés sont 

la plupart du temps conservées parmi les micronèmes et les organites de type micronème 

(Deligianni et al. 2013 ; Kafsack et al. 2009 ; Kafsack and Carruthers 2010). 

Les différences dans les modes sécrétoires et les fonctions des protéines MICs sont liées à 

l’emprunt de voies de trafic différentes lors de leur biogenèse de novo. TgRab5A et TgRab5C sont 

des régulateurs clés de seulement un sous-ensemble de protéines MICs (Kremer et al. 2013). En 

absence de Rab5A, MIC3, MIC8 et MIC11 sont ré-acheminés dans la voie constitutive et libérés 

dans l’espace vacuolaire. Par contre, MIC2, AMA1 et M2AP sont dirigés vers les micronèmes. La 

détection de MIC2 et MIC3 dans deux sous-populations de micronèmes distinctes conforte l’idée 

que toutes les protéines de micronèmes ne forment pas un conglomérat mais proviennent de deux 

sous-populations à savoir les micronèmes proximales localisées tout du long de l’apex et les 

micronèmes distales qui sont plus proches du conoïde. Dès lors, ces dernières observations 

suggèrent des secrétions différentes et également des fonctions différentes pour ces deux sous-

populations de micronèmes (Kremer et al. 2013).  

Dettmer et al., ont montré que selon lepH, la protéase vacuolaire, analogue à la Cathepsine L de T. 

gondii (TgCPL) localisée dans le compartiment VAC est requise pour la maturation des précurseurs 

des protéines de micronèmes proTgMIC3 et proTgM2AP (Dettmer et al. 2006). Les micronèmes 
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seraient générés à partir du système endocytique et du VAC, lieu de traitement des protéines MICs 

(Parussini et al. 2010). Les complexes d’attache HOPS (Homotypic fusion and vacuole protein 

sorting) et CORVET (Class C core vacuole / endosome tethering) retrouvés chez la levure et les 

mammifères sont partiellement retrouvés chez T. gondii (Jimenez-Ruiz et al. 2016 ; Morlon‐Guyot 

et al. 2015).  

Les complexes protéiques HOPS et CORVET sont tous les deux construits autour d’un noyau de 

quatre sous-unités, le noyau Vps C constitué de quatre sous-unités : Vps11, Vps16, Vps18 et 

Vps33. Deux sous-unités supplémentaires spécifiques à chacun des complexes sont rajoutées 

(Ostrowicz et al. 2010 ; Solinger and Spang 2013). HOPS renferme les sous-unités supplémentaires 

Vps39 et Vps41, interagit avec Rab7/Ypt7-GTP et contrôle le trafic des endosomes tardifs vers la 

vacuole lysosomale (Balderhaar and Ungermann 2013). Chez CORVET, les sous-unités 

supplémentaires Vps3 et Vps8 sont rajoutées au noyau et le complexe intervient au niveau des 

endosomes; il régule le trafic dans les endosomes tardifs et interagit avec Rab5/Vps21-GTP 

(Balderhaar and Ungermann 2013). Le knock-down conditionnel de TgVps11, protéine centrale et 

indispensable pour l’assemblage des deux complexes délocalise TgRab7 et empêche la biogenèse 

des granules denses, des rhoptries et des micronèmes (Morlon‐Guyot et al. 2015). 

Les complexes formés par les protéines de micronèmes pour leur transport contiennent en général 

une protéine transmembranaire associée à une ou plusieurs protéines solubles (Gaji, Flammer, and 

Carruthers 2011). Ainsi, la protéine transmembranaire MIC6 sert d’escorte pour les adhésines 

solubles MIC1 et MIC4 qu’elle fixe par le biais d’un domaine caractéristique de type EGF 

(Epidermal Growth Factor) présent dans sa partie N-terminale (Reiss et al. 2001). En outre, il a été 

prouvé que MIC8 assure le transport de MIC3 vers les micronèmes (Meissner et al. 2002). 

Synthétisées sous forme immature, les protéines MIC subissent diverses transformations aussi bien 

pendant le transport dans la voie sécrétoire qu’après la libération. Ces transformations mettent en 

jeu des protéases distinctes. MIC2 fournit au complexe qu’elle forme avec M2AP un signal 

d’adressage (motif à base de tyrosine) pour naviguer à travers les organites sécrétoires précoces, y 

compris le RE et l'appareil de Golgi (Di Cristina et al., 2000 ; Huynh et al., 2003). Le propeptide 

de M2AP à son tour conduit alors le complexe à travers les endosomes précoces et tardifs pour 

finalement atteindre les micronèmes (Harper et al., 2006). Privée de propeptide, le trajet de M2AP 

s’arrête aux endosomes tardifs (El Hajj et al., 2008). De plus, un mutant de TgM2AP résistant à la 
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maturation a montré une capacité à s’associer de manière stable avec TgMIC2 ; ce qui a conduit à 

une sécrétion inefficiente des deux protéines et une baisse du pouvoir invasif du parasite (Harper 

et al., 2006). Toutes les protéines des complexes possèdent alors des signaux de tri distincts mais 

complémentaires qui permettent aux complexes de naviguer à travers la voie sécrétoire. En ce qui 

concerne les mutants du pro-peptide de MIC3, ils sont détournés vers la vacuole parasitophore (El 

Hajj et al., 2008).  Les signaux de trafic du pro-peptide de MIC5 semblent être employés plus tôt 

dans le système sécrétoire par rapport au pro-peptide de M2AP car les mutants défectueux sont 

détournés avant d’atteindre les endosomes tardifs (Gaji et al., 2011). Il en ressort que les pro-

peptides interviennent à différents sites du système sécrétoire mais agissent en synergie pour 

permettre le trafic intracellulaire des protéines MICs. 

Le knock-out conditionnel de la sous-unité µ du complexe TgAP1 (adaptor protein 1) perturbe 

l’adressage des protéines de micronèmes. MIC3 est libérée dans l’espace vacuolaire, MIC8 est 

retenue dans le TGN et faiblement dans la membrane plasmique. MIC2 et M2AP s’accumulent 

dans une sous-population apicale de micronèmes mais pas dans le TGN ni dans l’espace vacuolaire. 

Il en est de même que MIC6 et AMA1. Les observations semblent indiquer que TgAP1 n’est pas 

indispensable pour la sortie de MIC2 et M2AP du TGN mais il pourrait être requis pour la 

stabilisation des complexes MIC3/MIC8 et MIC1/MIC4/MIC6 dans le TGN avant qu’ils soient 

exportés (Venugopal et al., 2017).  

Les dynamines sont de grandes GTPases qui interviennent dans divers processus cellulaires tels 

que le bourgeonnement des vésicules de transport, la division des organites, la cytokinèse et la 

résistance aux agents pathogènes. Les Drps (Dynamin-related proteins) jouent des rôles divers tels 

que la division des organites et le trafic vésiculaire (Praefcke et McMahon 2004). DrpB est 

localisée près du Golgi et des compartiments associés aux endosomes et joue un rôle primordial 

dans le trafic des protéines, aussi bien de rhoptries que de micronèmes chez T. gondii. Son ablation 

conditionnelle empêche la biogenèse des deux organites sécrétoires apicaux et bien que les mutants 

soient toujours capables de réplication, la sortie, la  motilité par glissement et l’invasion leur sont 

impossibles (Breinich et al. 2009). 

Des études antérieures de notre équipe ont révélé l’existence du récepteur TgSORT, agissant au 

cœur du trafic protéique. TgSORT est une protéine transmembranaire de 105 kDa localisée dans le 

post-Golgi/ELC et elle est aussi une homologue de la sortiline humaine. A l’image cet homologue, 

TgSORT possède un large domaine luminal constitué de 10 domaines β-propellers suivis de deux 



 

35 
 

domaines 10CC et d’une courte queue cytoplasmique (Figure 9). Le mutant knock-out inductible 

à l’AnhydroTétracycline (ATc) du récepteur a montré une délocalisation des protéines de 

micronèmes notamment MIC2, MIC3, MIC4 et M2AP ainsi que des protéines de rhoptries ROP1, 

ROP2, ROP4, ROP7 et RON1. Par contre aucun effet n’a été observé sur les protéines de granules 

denses. La microscopie électronique a également révélé l’absence de ces organites clés chez ce 

mutant. Cette absence occasionnée par l’ablation conditionnelle de TgSORT a des répercussions 

importantes sur le pouvoir infectieux du parasite car la motilité, l’entrée et la sortie de la cellule 

hôte sont rendues impossibles. Les souris infectées par le mutant et traitées à l’ATc survivent 

contrairement à celles infectées par le type sauvage. Des expériences de co-immunoprécipitation 

réalisées, il est ressorti que c’est le domaine N-terminal du récepteur se lie aux protéines des 

micronèmes et des rhoptries. En ce qui concerne la queue cytoplasmique, elle recrute des protéines 

de cargaison qui médient le trafic antérograde et rétrograde du Golgi-Endosome notamment les 

adaptines APβ, γ et µ1, la clathrine, Sec 23/24 et 3 protéines de tri vésiculaire Vps9, Vps26 et 

Vps35 (Sloves et al. 2012). Ce rôle essentiel de cargo que joue TgSORT pour le transport des 

protéines des micronèmes et des rhoptries afin de permettre leur biogenèse fait du récepteur un 

déterminant de la survie chez T. gondii. De plus, le retromer Vps35-Vps29-Vps26 participe à cette 

fonction en assurant le retour de TgSORT au Golgi pour un autre cycle de tri, rôle crucial pour la 

biogenèse des organites sécrétoires et le maintien de la morphologie des parasites (Sangaré et al. 

2016 ; McGovern and Carruthers 2016). TgSORT est également essentielle de manière indirecte à 

la réponse immune de l’hôte contre l’infection car l’absence du récepteur fait produire au parasite 

des protéines ROP et MIC immatures, donc mal structurées en plus d’une sécrétion anormale, ce 

qui a des conséquences importantes pour la reconnaissance par le système immunitaire (Sloves et 

al. 2015). En conséquence, l’absence de sécrétion des protéines des rhoptries entraîne un 

affaiblissement des réponses immunitaires innées se manifestant par la baisse de sécrétion des 

cellules NK-IFN-γ, des réponses humorales médiées par les cellules T-helper 1 et 2 (baisse des  

IgG1 et IgG2α), des cytokines (IFN-γ et IL-10) et de la réponse immunitaire à médiation cellulaire 

des lymphocytes T CD8/CD4-IFN-γ (Sloves et al. 2015). 

Dans les cellules eucaryotes, les protéines contenant le domaine Vps9 sont des facteurs d’échange 

de nucléotide guanine (GEF) qui permettent liaison à Rab5 par le GTP (Guanosine TriPhosphate) 

et son activation en stimulant la libération du GDP monomère qui lui était lié. Rab5 à son tour 

intervient dans la régulation du trafic des vésicules endosomiques. TgVps9 remplit la même 
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fonction, ce qui est crucial pour la maturation des protéines des rhoptries. Son absence réduit le 

nombre et la taille des rhoptries, entrave la biogenèse des micronèmes périphériques et la sécrétion 

des granules denses, ce qui affecte l’invasion des cellules hôtes (Sakura et al. 2016). 

 

 

 

 

 

Figure 9: Représentation schématique de la sortiline hmaine et de TgSORT (Sloves et al. 2012) 

Chez P. falciparum, le knock-down de PfSortilin empêche la formation du complexe membranaire 

interne et bloque la formation de nouveaux mérozoïtes. Des perturbations sont dans un premier 

temps observées dans le trafic des protéines vers les rhoptries, les micronèmes et granules denses 

conduisant à l’accumulation de ces protéines dans le réticulum endoplasmique et la vacuole 

parasitophore (Hallée et al. 2018). Plus spécifiquement, il a été démontré que PfSortilin réside dans 

le cis-Golgi et sert d’escorte au complexe RAMA-RAP (Rhoptry-Associated Membrane Antigen-

Rhoptry-Associated Protein) du Golgi aux rhoptries (Hallée et al., 2018). 

Le rôle de la sortiline n’a pas été étudié chez les autres parasites Apicomplexa mais Sloves et al., 

2012 reportent la présence de larges insertions de tailles variables le long de la protéine chez les 

parasites de ce phylum. Chez T. gondii, trois de ces insertions sont présentes sur le domaine luminal 

et une quatrième est retrouvée sur la région C-terminale. 
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Figure 10: Trafic intracellulaire vers les micronèmes (Venugopal et Marion 2018) 

Les mécanismes impliqués dans le tri des protéines ROP sont très similaires à ceux décrits pour les 

protéines MICs. L’adressage des protéines vers les rhoptries nécessite un motif de tri tyrosine 

dépendant conservé au cours de l’évolution et qui interagit avec AP1. Deux membres de la famille 

ROP2, ROP2 et ROP4, contiennent respectivement un motif dileucine (LL) et un signal de tri 

basé sur la tyrosine (motif YXXΦ). Ces signaux sont reconnus par les complexes adaptines pour 

faciliter le tri (Hoppe et al., 2000 ; Ngo et al., 2003). La mutation de l'un ou l'autre de ces signaux 

empêche la livraison des protéines aux rhoptries matures, ce qui provoque leur accumulation dans 

de grandes vésicules semblables à des corps multivésiculaires (MVB), qui colocalisent avec le 

marqueur endosomal vacuolar protein sorting 4 (VPS4) (Ngo et al., 2003). En outre, l’activité de 

TgRab5A et TgRab5C régule la biogenèse des rhoptries, et la surexpression des formes dominant 

négatif empêche la formation de ces organites et les protéines ROPs sont larguées dans l’espace 

vacuolaire (Kremer et al., 2013). Par opposition, un mutant dominant-négatif de TgRab7 

n'empêche pas la biogenèse des rhoptries, suggérant que la maturation et le trafic des protéines de 

rhoptries ne mettent pas en jeu le compartiment endosomal tardif. Il en ressort que l’adressage des 

protéines vers les rhoptries a lieu via la voie endocytique, plus précisément par les endosomes 

précoces, et est probablement régulé par l'activité de l'adaptine. 
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Figure 11: Trafic intracellulaire vers les rhoptries (Venugopal and Marion 2018) 

III- Famille des récepteurs à domaine Vps10p-D chez les mammifères 

A- Origine et description 

Les récepteurs à domaine Vps10p-D désignent des protéines transmembranaires de type I ayant 

comme attribut la présence d’un domaine N-terminal Vps10p-D. Ils doivent ce nom à leur 

similitude avec la protéine de tri Vps10p (Vacuolar protein sorting defective) de la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Hermey 2009).  

Au cours du trafic cellulaire, les protéines hydrolytiques néosynthétisées parcourent les premières 

étapes de la voie de sécrétion au même moment que les autres protéines produites. Dans la majorité 

des types cellulaires de mammifères, ces protéines lysosomales possèdent un signal de tri constitué 

de résidus de mannose-6-phosphate (M6P) reliées à leurs chaînes latérales glucidiques. Arrivées 

au trans-Golgi, elles sont sélectionnées pour être transportées vers les lysosomes. Elles sont alors 

reconnues par les récepteurs transmembranaires de mannose-6-phosphate et les complexes formés 

sont emballés dans les vésicules recouvertes de clathrine qui les acheminent vers les endosomes 

acides, compartiment pré-lysosomal acide. La liaison avec les récepteurs est alors rompue, les 

hydrolases continuent le chemin vers les lysosomes et les récepteurs du M6P sont recyclés vers le 

réseau trans golgien pour un autre cycle de tri (Marcusson et al. 1994) . En dehors de cette voie 
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sécrétoire, une voie indépendante du mannose-6-phosphate a été décrite car chez les patients 

atteints de mucolipidose II, les protéines lysosomales solubles sont bien adressées malgré l’absence 

de la phosphotransférase qui s’ajoute normalement au signal de tri du M6P (Braulke et Bonifacino, 

2008). Chez S. cerevisiae, la vacuole est l’analogue des lysosomes et Vps10p, l’équivalent des 

récepteurs aux M6P transporte le précurseur des hydrolases vacuolaires (exemple de la 

carboxypeptidase Y) du trans-Golgi vers les compartiments pré-vacuolaires via les endosomes. 

Vps10p est ensuite recyclé vers le réseau trans golgien (Marcusson et al. 1994 ; Cooper et Stevens, 

1996 ; Deloche et al. 2001). 

Vps10p est un récepteur transmembranaire de type I présentant une longue partie luminale N-

terminale et une courte queue C-terminale. La partie luminale est constituée de deux régions 

homologues se terminant chacune par un motif 10 CC (motif de 10 résidus de cystéine) (Marcusson 

et al. 1994) soit deux domaines Vps10p-D. 

Chez les mammifères, cette famille regroupe 5 membres: Sortilin, SorCS1, SorCS2, SorCS3 et 

SorLA (Hermey et al. 1999; Jacobsen et al. 1996; Kikuno 1999; Petersen et al. 1997; Rezgaoui et 

al. 2001). En dehors de la sortiline dont la partie N-terminale est constituée exclusivement du 

domaine Vps10p-D, les autres membres possèdent des domaines additionnels (Hermey 2009), ce 

qui leur confère des fonctions différentes (Figure 12). 
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Figure 12: Représentation schématique de Vps10p et des membres de la famille des récepteurs à 

domaine Vps10p-D 

B- Localisation 

Les récepteurs Vps10p-D ont été largement étudiés chez l’homme et la souris. Ces récepteurs sont 

tous fortement exprimés dans le système nerveux chez l’adulte mais on les retrouve également dans 

d’autres tissus et organes (Hermey et al. 1999; Jacobsen et al. 1996; Petersen et al. 1997; Yamazaki 

et al. 1996; Hermey et al. 2004; Riedel, Hermans-Borgmeyer, and Hübner 2002 ; Sarret et al. 2003; 

Rezgaoui et al. 2001). La sortiline est également très abondante dans le poumon de l’embryon et 

SorLA, en plus d’être très présente dans le poumon et le rein embryonnaires est aussi retrouvée 

dans un grand nombre de glandes en développement tel que la glande thyroïde. En dehors du 

système nerveux chez l'adulte, SorLA abonde dans le foie, les testicules et les reins, et Sortilin dans 

les testicules et les muscles squelettiques. SorCS1 est retrouvée dans le foie, les reins et le cœur de 

l'adulte, SorCS2 dans le poumon et le testicule de l'adulte. SorCS3 est faiblement exprimée dans 

les tissus en développement et adultes autres que le système nerveux. SorCS1, SorCS2 et SorCS3 

sont exprimées de manière prédominante dans le cerveau et un schéma d'expression 

complémentaire est souvent observé. Par ailleurs, SorCS1 est parfois co-exprimée avec l'un des 

deux autres récepteurs. SorCS1 et SorCS3 sont exprimées dans l'hippocampe suite à l'activité 
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neuronale. Contrairement à SorCS3, l'induction de la transcription de SorCS1 requiert une synthèse 

protéique (Hermey et al. 2004). 

C- Structure et Fonction  

Également appelée neurotensin receptor-3 (NTS3), Sortilin est considéré comme l’archétype des 

membres de la famille des récepteurs à domaine Vps10p-D car sa partie luminale est composée 

d’un domaine Vps10 unique, sans domaines additionnels et lie les facteurs neurotrophiques et les 

neuropeptides. La partie luminale de Sortilin contient un propeptide N-terminal et un segment C-

terminal de dix cystéines conservées (10CC) qui jouent des rôles clés dans la fonction du récepteur. 

Le propeptide empêche la liaison prématurée de ligands et facilite le transport du récepteur dans 

les premiers compartiments de Golgi. Le segment de 10CC est une région de liaison aux ligands 

(Westergaard et al. 2004a). Sortilin mature se lie à divers partenaires notamment son propre 

propeptide (Munck Petersen et al. 1999), la neurotensine (Mazella et al. 1998), les proformes du 

nerve growth factor-β (NGF) (Nykjaer et al. 2004), le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

(Teng et al. 2005), la lipoprotéine lipase (LpL) (Nielsen et al. 1999), l’apolipoprotéine AV14 et le 

receptor-associated protein (RAP) (Petersen et al. 1997). La liaison de ces différents ligands est 

compétitive. Elle est inhibée par celles du propeptide et du tridécapeptide de la neurotensine 

(Westergaard et al. 2004a).  

Sortilin intervient dans l’endocytose, le tri intracellulaire (Teng et al. 2005 ; Maeda et al. 2002 ; 

Nielsen et al. 2001 Embo J) et la signalisation en déclenchant l’apoptose neuronale par formation 

d’un complexe trimérique avec les proneutrophines et le récepteur neurotrophique p75 (p75NTR) 

(Rezgaoui et al. 2001 ; Teng et al. 2005 ; Hermey et al. 2004 ; Jansen et al. 2007).  

Vps10p-D est composé de trois domaines structuraux : un large domaine N-terminal (résidus 45-

576) constitué de 10 domaines β-propellers, suivi de deux petits modules 10CC (10CC-a et 10CC-

b allant des résidus 577 à 633 et 634 à 716 respectivement). Les β- propellers sont organisés en une 

forme ovale formant au centre un tunnel légèrement conique qui se rétrécit vers la face d'interaction 

avec le module 10CC. Des glycosylations se trouvent à l'extrémité du brin un de la lame 7 (Asn373) 

et sur la face d'interaction avec le 10 CC de l'hélice (Asn579). Le tunnel sert de site pour la liaison 

de divers ligands. La résolution de la structure de Sortilin a révélé que la partie C-terminale de la 

neurotensine se lie dans le tunnel formé par les 10 domaines β-propellers sur le brin 1 du sixième 

domaine β-propeller (Quistgaard et al. 2009a). Par ailleurs, des études ont montré que ce domaine 
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subit un changement de conformation et se dimérise à pH acide; ce qui protège la large interface et 

rapproche les domaines C-terminaux. Cependant, certains ligands comme les (pro) neurrotrophines 

et la neurotensine se lient préférentiellement au monomère. La dimérisation et le changement de 

conformation pourraient donc permettre la décharge des ligands de Sortilin et le recyclage du 

récepteur pour un autre cycle de tri protéique (Leloup et al. 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Structure de l’ectodomaine de Sortilin montrant une dimérisation à pH acide (Leloup 

et al. 2017) 

En 2012, Sloves et al., ont également prédit la structure 3D de TgSORT montrant la grande 

similitude avec Sortilin, mais avec comme différence la présence des insertions (Figure 14).  
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Figure 14: Structure 3D prédictive du domaine luminal de TgSORT (Sloves et al. 2012) 
 

Tandis que Sortilin agit comme un récepteur multifonctionnel qui lie une variété de ligands absents 

chez T. gondii, les expériences de cross linking et de co-immunoprécipitation suivies de l’analyse 

des échantillons par spectrométrie de masse ont révélé que TgSORT fixe spécifiquement les 

protéines des micronèmes et des rhoptries. En outre, le cross-linking a montré une modification 

des lysines K141 et K475 de TgSORT et de la lysine K235 de ROP5 traduisant une étroite 

proximité entre TgSORT et ROP5.  

Ma thèse de doctorat est basée sur la compréhension du mécanisme d’interaction entre TgSORT et 

ses ligands. 
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PROBLEMATIQUE 

Les Apicomplexa constituent un phylum de plus de 5000 espèces de parasites protozoaires 

responsables de graves pathologies d’importance aussi bien médicale que vétérinaire. Toxoplasma 

gondii et Plasmodium falciparum, les agents pathogènes de la toxoplasmose et du paludisme 

respectivement figurent parmi les espèces les plus connues. La toxoplasmose et le paludisme 

provoquent des atteintes sévères pouvant être mortelles chez l’homme.  

Intracellulaires obligatoires, l’entrée dans une cellule hôte est déterminante pour la multiplication 

et la survie des parasites Apicomplexa. A cet effet, ils disposent d’un assortiment d’organites 

sécrétoires essentiels et exclusifs au phylum : les rhoptries, les micronèmes et les granules denses. 

Ces organites libèrent des facteurs de virulence qui orchestrent et établissent l’infection en 

intervenant dans des processus clés. Ce sont notamment : la motilité des parasites, l’attachement à 

la cellule hôte suivie de l’entrée, le contournement de la défense immunitaire, la formation d’une 

vacuole parasitophore de protection pour la réplication et la sortie des parasites néoformés. T. 

gondii qui est le modèle d’étude de l’équipe, représente un excellent prototype pour la 

compréhension de l’organisation des parasites du phylum.   

Des travaux précédents de l’équipe ont abouti à l’identification de TgSORT, un récepteur cargo 

situé au cœur du trafic. A l’image de ses homologues chez la levure, les mammifères et aussi P. 

falciparum, ce récepteur de tri effectue la navette entre le post-Golgi et l’endosome-like 

compartiment (ELC) transportant les protéines des micronèmes et des rhoptries vers l’ELC afin de 

permettre la biogenèse de ces organites sécrétoires. Ceci le rend indispensable à la motilité, 

l’invasion et la sortie des cellules hôtes et par ricochet à la survie du parasite parce que ces organites 

sont impliqués dans ces fonctions cellulaires vitales pour le parasite. Cependant le mécanisme par 

lequel TgSORT discrimine et fixe ces différentes protéines demeure inconnu. Son élucidation 

pourrait faire du récepteur une excellente cible thérapeutique contre la toxoplasmose et 

éventuellement le paludisme ou d’autres pathologies causées par des parasites Apicomplexa.  

Le but de ma thèse de doctorat a été d’étudier les mécanismes d’interaction entre TgSORT et les 

facteurs de virulence ROPs et MICs puis de contribuer au développement d’un test de criblage qui 

permettra à long terme l’identification d’inhibiteurs l’ayant pour cible. 
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MATERIELS ET METHODES 

I- Culture cellulaire 

A- Culture de T. gondii 

1- Culture des fibroblastes humains 

Une lignée primaire de fibroblastes humains (HFF ou Human Foreskine Fibroblast) est mise en 

culture dans un milieu complet constitué de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 10% 

de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté, 10 000 unités/ml de pénicilline-streptomycine et 2 

mM de L-Glutamine. Arrivée à confluence, des passages sont réalisés par décollage du tapis 

cellulaire à l’aide d’une solution trypsique (0,05% trypsine ; 0,1% EDTA). La culture est incubée 

à 37°C sous atmosphère humide avec 5% de CO2. 

 

2- Entretien des parasites T. gondii 

Une monocouche de cellules HFF confluentes est infectée avec les parasites et le milieu de culture 

est changé 4 heures post infection. Les parasites sont maintenus par infection tous les 2 ou 3 jours 

de nouvelles cellules HFF. Les souches utilisées sont : la souche RHβ-Gal contenant le gène LacZ 

d’Escherichia coli en tant que gène rapporteur pour l’expression de la β-Galactosidase sous le 

contrôle du promoteur SAG1 (Seeber et Boothroyd, 1996), le mutant iKOTgSORT, parasite knock-

out inductible à l’AnhydroTétracycline (ATc) pour le gène TgSORT (Sloves et al. 2012) et 

également la souche parent RHΔKU80TaTi (Sheiner et al. 2011).   

La souche RHβ-Gal a servi à l’évaluation in vitro de l’activité d’inhibiteurs obtenus à l’issue de 

criblage par microscopie à fluorescence. Le mutant iKOTgSORT a été créé à partir de la souche 

parentale RHΔKU80TaTi (souche permettant une induction à l’ATc et ayant une forte capacité de 

recombinaison homologue). Il a été utilisé afin d’effectuer une complémentation fonctionnelle avec 

le gène TgSORT présentant des délétions des insertions 1, 2 et 3 situées sur la partie N-terminale. 

 

3- Purification des parasites T. gondii 

Lorsque la lyse des cellules HFF est entamée, le tapis cellulaire est raclé. Le contenu des boîtes est 

ensuite passé à travers une seringue ou à l’homogénéisateur de Dounce pour les grandes cultures, 

permettant ainsi la lyse totale des cellules.  Puis, la culture est filtrée à l’aide d’une membrane de 
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polycarbonate de 3 µm et les parasites sont énumérés sur une lame de Malassez. Le filtrat est 

centrifugé à 2200 rpm pendant 12 minutes et les parasites purifiés sont utilisés pour différentes 

expériences. 

 

B- Culture de P. falciparum 

Le milieu de culture est composé de RPMI 1640, albumax 0,8%, HEPES 25 mM, hypoxanthine 

0,4 mM, L-Glutamine 2 mM et gentamicine 0,05 mg/ml. Des érythrocytes de groupe O+ provenant 

de donneurs adultes non infectés par P. falciparum ont servi à la culture du parasite. Les globules 

rouges sains sont lavés 2 fois dans du PBS1X et une dernière fois dans du milieu de culture puis 

conservés à 4°C à un hématocrite de 50% pendant une semaine. Les parasites de la souche 3D7 

chloroquino-sensible sont utilisés. Ils sont cultivés à 5% d’hématocrite, 37°C sous atmosphère 

humide avec 94% de N2, 5% de CO2 et 1% de O2. Le milieu de culture est renouvelé chaque jour. 

Des frottis minces sont également effectués quotidiennement et observés au microscope optique. 

Des dilutions fréquentes des cultures parasitaires sont effectuées afin de monitorer la parasitémie.   

 

II- Biologie moléculaire 

A- Construction des plasmides d’expression des protéines recombinantes N-SORT, N-

SORT tronquée, ROP16, ROP18, MIC5 

La séquence codant pour TgSORT, de numéro d'accession TGME49_290160 a été recherchée dans 

la base de données ToxoDB. La portion allant de l'acide aminé 37 à l’acide aminé 789 

correspondant à N-SORT a été construite avec des étiquettes Flag puis 6xHistidine ajoutées à 

l'extrémité C-terminale. Le site de coupure de la protéase Tobacco Etch Virus (TEV) ainsi qu’un 

linker de 30 paires de base ont été rajoutés entre N-SORT et les étiquettes. La synthèse et le clonage 

dans le vecteur pPINKα-HC ont été réalisés par la firme Genscript sur la base du codon usage de 

la levure Pichia pastoris. Le gène était précédé par le promoteur inductible au méthanol Alcool 

Oxydase 1 (AOX1) et le peptide signal α-factor de Saccharomyces cerevisiae, tous deux contenus 

dans pPINKαHC (Figure 15). 
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Les séquences codant pour MIC5 (TGME49_277080), ROP16 (TGME49_262730) et ROP18 

(TGGT1_205250) ont été synthétisées de façon similaire et clonées dans pPINKα-HC avec 

remplacement de l’épitope Flag par c-Myc pour MIC5 et HA pour les protéines des rhoptries. Les 

peptides signaux de ROP16 et ROP18 correspondant respectivement aux 24 et 48 premiers acides 

aminés ont été omis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Construction du plasmide N-SORT-pPINKα-HC pour l’expression de protéine 

recombinante dans P. pastoris 

L’analyse de la propension au désordre de N-SORT construite avec les différentes étiquettes a été 

faite grâce au logiciel PrDos et a révélé la présence de régions flexibles. Deux de ces régions étaient 

situées aux extrémités de la séquence codant pour N-SORT (Figure 16). Nous avons effectué sur 

le plasmide N-SORT-pPINKα-HC, une première amplification par PCR (Polymerase Chain 

Reaction) de la portion de la séquence située entre ces deux extrémités désordonnées puis cloné le 

fragment amplifié dans pPINKα-HC. Par la suite, nous avons réalisé une seconde PCR sur le 

fragment cloné pour rajouter les étiquettes Flag et 6xHistidine. Ce dernier amplicon a enfin été 

cloné dans pPINKα-HC ; ce qui nous a permis d’obtenir également une N-SORT tronquée (acides 

aminés 54-781) pour les expressions de protéines recombinantes. 
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Figure 16: Analyse de la propension au désordre de N-SORT en utilisant PrDOs 
 

B- Transformation des souches P. pastoris 

La transformation des souches a été faite suivant le protocole de Thermofischer modifié avec celui 

décrit par Wu et Letchworth en 2004 (Wu et Letchworth 2004). Toutes les cultures ont été réalisées 

à 27°C, 300 rpm et les centrifugations à 1500g pendant 5 minutes. Les différentes souches de P. 

pastoris ont été cultivées sur gélose YPD pendant 24 heures. Les cultures de départ ont été réalisées 

en incubant une colonie isolée dans 10 ml de bouillon YPD pendant 24 heures. Des cultures de 100 

Délétion Délétion 
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ml ont été réalisées à partir d'une DO600 de 0,2 jusqu'à atteindre une DO600 comprise entre 1,3 et 

1,5. Le culot est récupéré, lavé deux fois dans de l'eau stérile, puis dans du sorbitol 1M gardés à 

4°C ou dans la glace. Les cellules ont été perméabilisées pendant 30 minutes à température 

ambiante en utilisant un tampon constitué de : 100 mM d’acétate de lithium, 10 mM DTT, 0.6 M 

sorbitol, and 10 mM Tris-HCl, pH 7.5. Trois lavages ont été effectués avec du sorbitol 1M froid 

puis le culot a été resuspendu dans 480 µl de sorbitol 1M et conservé sur la glace jusqu’à utilisation. 

80 µl de ces cellules électrocompétentes ont été transférées dans une cuve d’électroporation de 0.2 

cm ; 1 µg de plasmid linéarisé par SpeI a été ajouté et la suspension a été conservée sur la glace 

pendant 5 minutes. La transformation a été effectuée à 1500 V, 186 Ω et 25 µF à l’aide d’un 

électroporateur BTX Electro Cell Manipulator 600. Un millilitre (1 ml) de milieu YPDS conservé 

sur la glace a été immédiatement ajouté et le mélange a été conservé pendant 2h à 27°C sans 

agitation puis 10µl et 100 µl ont été étalés sur gélose PAD (milieu de sélection dépourvu d’adénine) 

et incubés à 27°C pendant 24 à 48 heures. Quatre (4) souches (S1, S2, S3 et S4) auxotrophes à 

l’adénine, de génotypes respectifs ade2, ade2 pep4, ade2 prb1 et ade2 pep4 prb1 ont été 

transformées. S1 est une souche sauvage et les 3 autres sont des souches knock-out pour la 

protéinase A (S2), pour un précurseur de la protéinase B (S3) et double knock-out pour les deux 

protéases (S4). L’intérêt d’utiliser ces souches mutantes est de minimiser la protéolyse de notre 

protéine d’intérêt par les protéases de la levure avant et/ou après sa sécrétion. Les colonies positives 

sont repiquées et analysées par PCR afin de vérifier la présence des gènes d’intérêt. 

 

C- Criblage des transformants P. pastoris par PCR  

L’ADN génomique des transformants est extrait selon le protocole proposé par Thermofischer 

scientific. Une colonie est resuspendue dans 1 ml d’eau stérile. La suspension est centrifugée à 

vitesse maximale pendant 10 secondes et le surnageant est éliminé. Le culot est resuspendu puis 

lysé au vortex avec 0,3 g de billes de verre dans 200 µl de tampon (1% SDS ; 2% Triton X-100 ; 

0,1 M NaCl ; 1 mM EDTA ; 0,01 M Tris pH 8) et 200 µl de phénol : chloroforme : alcool 

isoamylique. 200 µl de tampon Tris-EDTA (TE) sont ajoutés, le mélange est homogénéisé au 

vortex, centrifugé à vitesse maximale pendant 5 minutes et le surnageant est récupéré. Un ml 

d’éthanol 100% froid est ajouté pour faire précipiter les acides nucléiques, le mélange est centrifugé 

pendant 15 minutes comme précédemment et le surnageant est éliminé. Le culot est resuspendu 

dans 400 µl de TE et 1 µl de RNAse A puis incubé à 37°C pendant 5 minutes. Un microlitre (1µl) 
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de 4 M NaCl, 10 µl de protéinase K et 20 µl de SDS 10% sont ajoutés avant une nouvelle incubation 

à 37°C pendant 5 minutes. Après addition de 400 µl de phénol : chloroforme : alcool isoamylique, 

homogénéisation au vortex et centrifugation pendant 5 minutes, le surnageant est recouvré. 40 µl 

d’acétate de sodium 3M et 100 µl d’éthanol 100% froid sont complétés et une centrifugation de 15 

minutes est effectuée. L’ADN est rincé à l’éthanol 70% et séché à 37°C pendant 10 minutes avant 

d’être resuspendu dans du tampon Tris-EDTA (TE) puis 50 ng sont prélevés pour les PCR en 

utilisant la Taq’ozyme Purple Mix 2. Les amorces sens et anti-sens utilisées (F_N-SORT, R_N-

SORT, F_MIC5, R_MIC5) ont été construites pour amplifier les régions codant pour les gènes 

d’intérêt (Voir tableau 2).  

 

D- Complémentation fonctionnelle par CRISPR-Cas9 de TgSORT dans le mutant iKO-

TgSORT 

Le gène Uracil PhospsoRibosylTransférase code pour une enzyme du même nom, qui est non 

essentielle au parasite (Donald et Roos, 1995). Cette enzyme intervient dans la voie de récupération 

des nucléotides à partir de la cellule hôte. Le parasite étant capable de synthétiser de novo ses 

propres métabolites, la suppression de ce gène ne lui est pas préjudiciable et sert de cible pour la 

complémentation fonctionnelle. La suppression du gène UPRT confère une résistance au 5’-fluo-

2’-deoxyuridine (sélection négative).  

Délétion des insertions 1, 2, 3 et 123 par mutagenèse dirigée  

Afin de déterminer le rôle des boucles présentes chez TgSORT et les sortilines des autres parasites 

Apicomplexa, nous avons entrepris d’effectuer des délétions individuelles et une triple délétion des 

trois insertions situées sur le domaine N-terminal et de complémenter le mutant iKOTgSORT avec 

les différentes constructions. Le plasmide pUPRTTgSORT-HA a été utilisé pour réaliser les 

délétions. C’est un plasmide contenant les régions 5’ et 3’ UTR (Untranslated regions) du gène 

UPRT encadrant le gène TgSORT précédé de son promoteur et tagué avec un épitope HA puis 

suivi de la région 3’UTR du gène SAG1. Des amorces sens et anti-sens encadrant les régions à 

supprimer ont été construites (Voir tableau 2) et les mutagenèses ont été effectuées en 3 étapes en 

utilisant le kit Q5 Site-Directed Mutagenesis de New England Biolabs. 

1ère étape : amplification exponentielle du plasmide en utilisant les amorces spécifiques à chaque 

insertion 
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Le milieu réactionnel est constitué de : 5 µL de Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix, 0,5 

µM de chaque amorce sens, 10 ng de plasmide pUPRTTgSORT-HA et de l’eau milli Q pour 

atteindre un volume final de 10 µL. Les conditions de PCR sont :  

98°C pendant 30 secondes (a) 

98°C pendant 10 secondes (b) 

50-70°C pendant 30 secondes (c) 

72°C pendant 6 minutes (d) 

72°C pendant 2 minutes (e) 

4-10°C (f) 

25 cycles ont été effectués (b à d) 

2ème étape : Traitement à la Kinase, Ligase, Dpn I (KLD) 

Le milieu réactionnel était composé de : 1 µL de produit de PCR, 5 µL de tampon 2X KLD 

réaction, 1 µL de 10X KLD enzyme et de l’eau milli Q pour atteindre un volume de 10 µL. 

La réaction a été incubée à température ambiante pendant 5 minutes 

3ème étape : Transformation des bactéries E. coli et production des plasmides 

Les délétions ont été confirmées par séquençage en utilisant les primers listés dans le tableau 2. 

Transfection 

Les différents plasmides pUPRT- TgSORTΔLoop1, 2, 3 et 123 sont linéarisés avec l’enzyme de 

restriction BamHI et extraits au phénol chloroforme. Les tachyzoïtes iKOTgSORT purifiés sont 

resuspendus dans du tampon cytomix et transformés par électroporation (T= 1,5 KV, C= 24 µF, 

R= 24 Ὼ) avec 30 µg de chaque plasmide pUPRT- TgSORTΔLoop1, 2, 3 ou 123 linéaire et 3 µg 

de pSAG1::Cas9-U6::sgUPRT (plasmide contenant un ARN guide ciblant le gène UPRT. Vingt-

quatre heures après incubation, la sélection des transformants positifs débute par ajout de 5 µM de 

5-fluoro-2'-deoxyuridine (5’FUDR) (Sigma Aldrich) et dure 6 à 8 jours. Cette population résistante 

au 5’ FUDR est clonée dans des plaques de 96 puits et les clones sont analysés par 

immunofluorescence indirecte. Le mutant iKO TgSORT complémenté par le plasmide pUPRT- TgSORT 

non muté a servi de contrôle négatif. 

Cytomix : 120 mM KCl, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,6), 25 mM HEPES pH 

7,6, 2 mM EGTA (pH 7,6), 5 mM MgCl2 supplémenté de 2 mM ATP (pH 7,6) et 5 mM Glutathione 
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Figure 17: Schéma de TgSORT montrant les délimitations des différentes insertions 
 

III- Biochimie 

A- Expression de protéines recombinantes N-SORT, MIC5, ROP16 et ROP18 

Les incubations sont effectuées à 27°C et 250 rpm. Des expériences pilotes sont au préalable 

réalisées à partir de 10 ml de culture afin de déterminer les conditions optimales (concentration de 

méthanol et temps) d'expression des protéines recombinantes. Un clone P. pastoris transformé avec 

le vecteur pPINKαHC vide a été mis en culture en parallèle afin de servir de contrôle négatif. 

Lorsque l’expression est confirmée, des productions à grande échelle sont effectuées. Un litre de 

milieu de culture BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium) est ensemencé par 25 ml d'une 

préculture de 24 heures du transformant. Lorsque la DO atteint entre 2 et 6, la culture est centrifugée 

et le culot est remis en suspension dans 200 ml de milieu d'induction BMMY (Buffered Methanol-

complex Medium) et remis sous incubation. Vingt-quatre heures l’incubation, l’induction au 

méthanol débute et est effectuée toutes les 24 heures pendant 4 jours au maximum. Les surnageants 

sont analysés par SDS-PAGE et western blot. L'expression de Nt-SORT est confirmée par 

spectrométrie de masse. 

B- Chromatographie d’affinité et gel filtration ou chromatographie d’exclusion stérique 

Les surnageants des cultures sont concentrés environ 40 fois à l'aide de filtres à centrifuger. Le 

concentré est dilué au 1/10ème avec un tampon de fixation (50 mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl et 

5% Glycérol) puis incubé sur des billes de nickel pendant 4 heures à 4°C avec 1 mM PMSF et un 

cocktail d'inhibiteurs de protéases. Ceci permet la fixation par affinité des étiquettes 6xHis des 

protéines recombinantes sur la colonne de nickel afin de les isoler du milieu. 3 lavages sont 

effectués dans un tampon 50 mM Tris pH 7,5, 1M NaCl et 5% Glycérol et 3 autres dans 50 mM 

Tris pH 7,5, 150 mM NaCl et 5% Glycérol. Les protéines recombinantes sont éluées 2 fois avec 

250 mM d'imidazole et concentrées à 1 ml dans du PBS 1X, 5% Glycérol.  
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L'éluat concentré de N-SORT est finalement purifié par gel filtration sur une colonne Superose 6 

Increase de 24 ml dans un tampon composé de 50mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl et 1mM EDTA. 

Les protéines contenues dans le tampon sont éluées de la colonne en fonction de leur volume 

hydrodynamique et récupérées dans plusieurs fractions. Les protéines de grand poids moléculaire 

sont éluées en premier (exclues) tandis-que les protéines de faible poids moléculaire sont plus 

tardivement car elles traversent les pores des billes formant la colonne. 

 

C- Electrophorèse en gel de polyacrylamide et Western blot 

5 µl de tampon Laemmli 5X sont ajoutés à 16 µl de surnageant de culture et le mélange est chauffé 

à 100°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont déposés dans un gel de polyacrylamide de 12% 

et migrés à 30V jusqu’au gel de séparation puis à 70V et à 120V. Le gel est coloré au bleu de 

Coomassie. En ce qui concerne le western blot, les protéines sont transférées à 80V pendant 1 heure 

sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes sont bloquées pendant 30 minutes dans du 

lait écrémé dilué à 5% dans du TNT (15 mM Tris HCl pH 8 ; 140 mM NaCl ; 0,05% de tween-20). 

Les bandes sont révélées en utilisant la solution de révélation GE Healthcare, qui cible la 

peroxydase conjuguée aux différents anticorps secondaires utilisés.  

 

D- Test de l’activité anti-toxoplasmique d’inhibiteurs : dosage de la bêta-galactosidase 

Des plaques de 24 puits contenant des cellules HFF confluentes ont été infectées avec 100 000 

parasites RHβ-Gal/puit. Après 4 heures à 37°C, les cellules infectées ont été lavées une fois avec 

le milieu de culture et incubées avec différentes concentrations finales de composés (10 µM, 25 

µM, 50 µM et 100 µM) pendant 48 heures. Un contrôle négatif (sans inhibiteur) a été effectué en 

parallèle. Le tapis cellulaire est récupéré par grattage et centrifugation à 5000 rpm pendant 10 

minutes à 4°C. Le culot est ensuite lavé au PBS1X et lysé pendant 1 heure à 50°C dans 150 µl d’un 

tampon constitué de 1% de Triton X-100, 5 mM de DTT, 1 mM de Mg2SO4 et 100 mM d’HEPES 

comme décrit par Seeber et Boothroyd, 1996 et McFadden et al., 1997. 50 µl du surnageant sont 

dilués à moitié dans le tampon de lyse. 100 µl de chlorophenol red-β-D-galactopyranoside (CPRG) 

dilués à 2 mM dans le tampon de lyse sont ajoutés. Le mélange est incubé à 30°C over-night et la 

densité optique est mesurée à 570 nm. 
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IV- Biologie cellulaire  

A- Immunofluorescence indirecte sur T. gondii 

Des cellules HFF confluentes cultivées sur des lamelles de verre sont infectées avec les parasites 

pendant 24 heures. Les cellules sont ensuite fixées au paraformaldéhyde (PAF) 4% pendant 30 

minutes à température ambiante. Après 3 lavages au PBS1X, elles sont perméabilisées pendant 30 

minutes au PBS1X, 0,2 % Triton X-100 et 0,1M glycine. Un blocage de 30 minutes est ensuite 

effectué en PBS1X supplémenté de 0,1 % Triton X-100 et 10% SVF. Les incubations avec les 

anticorps primaires HA (1/250) puis secondaires (Sigma Aldrich Alexa Fluor 488, 568 ou 594) 

sont réalisées chacune pendant 1 heure dans un tampon constitué de PBS1X, 0,1% Triton X-100, 

5% SVF. Les anticorps secondaires Alexa fluor 594 et 488 utilisés ont été incubés en présence de 

4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) pour le marquage du noyau et du bleu d’Evans pour 

éliminer les bruits de fond. Toutes les incubations sont faites à 37°C. Les lamelles sont montées 

avec du mowiol, mises à sécher à 37°C pendant au moins 30 minutes et observées au microscope 

à fluorescence Zeiss. 

B- Test de l’activité antipaludique des inhibiteurs : cytométrie en flux 

La culture de P. falciparum est synchronisée au sorbitol 5% pendant 15 minutes à température 

ambiante afin d’éliminer les formes matures et de sélectionner les rings. 48 heures plus tard, une 

nouvelle synchronisation est effectuée pour éliminer les formes matures persistantes. Les composés 

sont ensuite testés dans des microplaques de 96 puits à un hématocrite de 5% et une parasitémie en 

rings initiale de 1% dans 250 µl de milieu de culture. Tous les composés sont testés à une gamme 

de concentration de : 5 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM et 150 µM. Les tests sont effectués en 

quadruple et l'expérience est répétée trois fois. Le contrôle négatif est constitué de milieu de culture 

sans inhibiteur et le contrôle positif de chloroquine à des concentrations de 0,005 µM, 0,01 µM, 

0,1 µM, 1 µM, 5 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM et 150 µM. Les plaques sont incubées pendant 48 

heures à 37°C dans une atmosphère de 5% CO2, 1% O2 et 94% N2. 

Les globules rouges parasités (2,5 µl) sont prélevés dans chaque puit et incubés à 37°C pendant 1 

heure dans un mélange Hoechst (marqueur d’ADN) -Thiazole Orange (marqueur d’acides 

nucléiques) (HO-TO) à des concentrations finales de 0,001 mg/ml et 0,005 mg/ml respectivement. 

Les échantillons sont fixés au PAF % et analysés au cytomètre en flux BD FACSCanto. Le logiciel 

FlowJO a servi au traitement des données. 
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V- Analyses statistiques 

Les résultats des tests des inhibiteurs sur T. gondii et P. falciparum sont analysés par ANOVA à 

deux variables suivi du test de comparaisons multiples de Tukey. Le logiciel GraphPad Prism 

version 8.3.0 (GraphPad Software, San Diego, Californie, États-Unis) est utilisé. La moyenne du 

pourcentage de croissance du parasite ± l’écart-type en fonction du logarithme de la concentration 

d’inhibiteur est présenté. Les différences sont considérées comme significatives lorsque p est 

inférieur à 0,05. 

Tableau 2 : Liste des amorces utilisées 

 Désignations Séquences 

1 F_N-SORT TCTGAAGATGCTCAAAAGAGAGAGTCT 

2 R_N-SORT ACCAGTTTTACCACCTCTAGAAACAGG 

3 F_MIC5 TTGAGACCTACTGTTAGAAGTTCC 

4 R_MIC5 CCAGCCAACTTAACCTCAGAATCC 

5 F_N-SORT tronquée GCACAGGCCTTCTTACGCTAATAAGAAAG 

6 R1_N-SORT tronquée CATTGGTACCAGGAGAATGAGCAGGACA 

7 R2_N-SORT tronquée CATTGGTACCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTAT

CATCATCATCCTTGTAATCCAAATCTCTACCCATTT

GTTGACCAGTACCTTGAAAGTACAAATTTTCACCA

GGAGAATGAGCAGGACA 

8 Forward_ΔLoop1 AACCACCAGCTCTTCTACACGCGGGA 

9 Reverse_ΔLoop1 CCAGGTCGACAGAATCGCGTACTTGGGC 

10 Forward_ΔLoop2 GAAGAGGTGATTCGCACAGTGATCTCCT 

11 Reverse_ΔLoop2 TGAGTCCTTGAAGTTCGCCAAGTACACA 

12 Forward_ΔLoop3 GACGCCGCAGCCGCCGCCGCAT 

13 Reverse_ΔLoop3 TGCTGCGTCGGTCGCCACGCAC 

14 FOR_Δ_pUPRTSORT1 

(Séquençage) 

GCTCAAGTACAAGAACACG 

15 FOR_Δ_pUPRTSORT2 

(Séquençage) 

GGAAGCATATCACGTACAC 

16 REV_Δ_pUPRTSORT1 

(Séquençage) 

CATCTCCCGGAACTTTTC 
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17 REV_Δ_pUPRTSORT2 

(Séquençage) 

CTTTCGGAGCCTTCAGATA 

 

Tableau 3 : Liste des anticorps primaires utilisés 

Noms des 

anticorps 

Espèces Dilution (blot) Sources 

Anti TgSORT Rat 1/1000 Lab Stanislas 

Tomavo 

Anti HA Rat 1/1000 Cell Signaling 

Anti HA Lapin 1/1000 Cell Signaling 

Anti Flag Lapin 1/1000 Sigma Aldrich 

Anti c-Myc Souris 1/1000 Cell Signaling 

Anti MIC5 Souris 1/1000 Carruthers Lab 
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RESULTATS 

I) Expression optimisée de TgN-SORT et ses partenaires dans la levure 

méthylotrophique P. pastoris 

Les expériences antérieures de l’équipe ont mis en lumière le rôle essentiel de TgSORT dans la 

biogenèse des organites sécrétoires apicaux et dans la survie de T. gondii (Sloves et al. 2012). Ainsi, 

le domaine N-terminal du récepteur fixe les protéines MIC et ROP, qu’il achemine depuis le Golgi 

vers l’ELC avant d’être recyclé par le retromer composé de TgVps35, TgVps26 et TgVps29 

(Sangaré et al. 2016) afin de transporter d’autres protéines de micronèmes et de rhoptries.  

Dans le but d’exprimer la partie luminale N-terminale de TgSORT longue de 752 acides aminés et 

l’obtenir de manière soluble comme cela a été fait pour la sortiline humaine pour déterminer sa 

structure tridimensionnelle (Quistgaard et al. 2009b), nous avons décidé d’utiliser la levure Pichia 

pastoris. P. pastoris est une cellule eucaryote comme T. gondii, ce qui pourrait permettre non 

seulement que TgN-SORT soit secrétée dans le milieu de culture mais également qu’elle ait un 

repliement correct dû au fait qu’elle traversera la voie de sécrétion depuis l’ER, le Golgi et le post-

Golgi de la levure. Cette stratégie a été adoptée car jusqu’à présent toutes les tentatives précédentes 

du laboratoire pour exprimer et purifier TgN-SORT des bactéries E. coli n’ont abouti qu’à de la 

protéine recombinante insoluble et inexploitable pour des études structure-fonction. L’expression 

soluble de TgN-SORT constitue la première étape pour déterminer sa structure tridimensionnelle 

sous forme libre et sous forme complexée avec des protéines ROP ou MIC et d’identifier les motifs 

d’interaction. Afin d’atteindre ces objectifs, les séquences codant pour TgN-SORT (752 aa), MIC5 

(181 aa) puis ROP16 (683 aa) et ROP18 (506 aa) sans propeptides taguées avec 6 histidines ont 

été optimisées, synthétisées et clonées par Genscript dans le plasmide pPINKαHC. Des étiquettes 

supplémentaires (Flag pour TgN-SORT, c-Myc pour MIC5 et HA pour ROP16 et ROP18 ont été 

ajoutées). Ces différentes séquences étaient précédées par le peptide signal α-factor de 

Saccharomyces cerevisiae afin de permettre un largage extracellulaire des protéines 

recombinantes. Par ailleurs, l’expression était sous le contrôle du promoteur inductible au méthanol 

Alcohol oxidase 1 (AOX1). Au préalable, nous avons réalisé des expériences pilotes en vue de 

déterminer les conditions optimales d’expression des protéines notamment la souche, la 

concentration de méthanol et le temps d’induction nécessaires. La première expérience pilote 

d’expression de TgN-SORT a révélé aussi bien au bleu de Coomassie qu’en western blot la 

présence d’une bande intense à 100 kDa correspondant à la taille escomptée pour TgN-SORT en 
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incluant les étiquettes. Parmi les quatre (4) souches S1, S2, S3 et S4 auxotrophes pour l’adénine et 

de génotypes respectifs ade2, ade2 pep4, ade2 prb1 et ade2 pep4 prb1, la S4, double mutante pour 

deux protéases de levure a montré une plus forte expression de TgN-SORT. En outre, une 

concentration en méthanol de 2% et un temps d’induction de 72h sont requis pour une bonne 

expression des protéines recombinantes. Après avoir trouvé les meilleures conditions de 

production, nous avons procédé à une purification à petite échelle par chromatographie d’affinité 

et l’expression de TgN-SORT a été confirmée par spectrométrie de masse. Nous avons alors réalisé 

des productions et purifications à grande échelle de la protéine. Une production de trois (3) litres 

en milieu minimal supplémenté d’1% d’acides casaminés nous a permis d’obtenir un rendement 

de 2 mg. Après purification par chromatographie d’exclusion stérique, une coloration négative a 

été effectuée à l’aide d’un microscope électronique de 120 kEV à l’Institut de Biologie Intégrative 

de la Cellule (I2BC). Des images ont ensuite été acquises à l’Institut Pasteur de Paris et traitées à 

l’aide du logiciel Cryospark. Les analyses ont montré que TgN-SORT se présente globalement sous 

la même forme que la sortiline humaine avec une structure circulaire formée par 10 beta propellers 

et un tunnel en plein milieu. Toutefois, la petite taille de la protéine à savoir autour de 100 kDa n’a 

pas permis l’obtention d’une structure 3D à très haute résolution afin de pouvoir déterminer le 

repliement ou structuration des insertions peptiques spécifiques du parasite. Des essais de 

cristallographie ont alors été tentés au laboratoire HTX de Grenoble mais il semble que les 

insertions peptidiques spécifiques introduisent trop de flexibilités dans la structure générale de 

TgN-SORT, ce qui a empêché sa cristallisation. Nous avons alors procédé à l’utilisation des 

programmes bioinformatiques puissants tels que Modeller et Alphafold2 pour prédire une structure 

3D plausible de TgN-SORT, ce qui a permis de déterminer que ces trois insertions peptidiques sont 

organisées sous la forme de 3 boucles flexibles dans le domaine bêta-propeller D, H et le domaine 

10CCb, respectivement. A l’étape actuelle des recherches, ces trois boucles ou insertions 1, 2 et 3 

sont retrouvées exclusivement dans les sortilines des Apicomplexa. L’incapacité de ces domaines 

à se replier aurait pu empêcher la formation des cristaux. En parallèle, nous avons exprimé avec 

succès les protéines partenaires MIC5, ROP18 et ROP16 dans la levure et des expériences 

préliminaires de co-immunoprécipitation N-SORT-MIC5 et N-SORT-ROP18 ont suggéré une 

liaison directe entre MIC5 et TgN-SORT d’une part alors qu’aucune liaison évidente n’est apparue 

pour ROP18 (résultats non présentés). Cela pourrait être lié au fait que MIC5 a été exprimée entière, 

avec son propeptide tandis que ROP18 était dépourvu du sien. Comme mentionné ci-dessus, des 
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études détaillées d’analyses par le logiciel récent de prédiction puissante appelé Alphafold 2 

(Jumper et al. 2021) nous ont non seulement prédit finalement une structure 3D de la sortiline 

entière de T. gondii mais aussi les interactions plausibles avec les protéines ROP. En effet, 

Alphafold 2 prédit que TgN-SORT se lierait par le biais de résidus conservés à des motifs précis 

de protéines ROP (Voir article). Il demeure donc que nous devrions confirmer par des expériences 

tous ces nouveaux résultats de prédiction Alphafold 2 mais également les travaux préliminaires 

d’interactions entre TgN-SORT et MIC5 ou TgN-SORT-ROP avec ce dernier possédant son 

prodomaine peptidique N-terminal. 

Parallèlement, aux travaux indiqués ci-dessus et dans l’optique de comprendre le rôle biologique 

des insertions peptidiques spécifiques des sortilines des parasites Apicomplexa, nous avons effectué 

des délétions uniques puis une triple délétion des insertions 1, 2 et 3 afin de réaliser une 

complémentation fonctionnelle du mutant iKOTgSORT. L’analyse des phénotypes des mutants 

font l’objet d’études en cours de réalisation après la fin de ma thèse dans le laboratoire. 

Le protocole d’expression des protéines dans P. pastoris et les analyses structurales renforcées par 

les prédictions Alphafold 2 ont fait l’objet de l’écriture d’un article déposé sur la plateforme 

BioRxiv sous le titre de ‘’Structural analysis of Toxoplasma gondii Sortilin’’ et publié dans le 

journal Frontiers in Parasitology. 
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Nous présentons ci-dessous, les résultats des expériences pilotes d’expression des protéines MIC5 (Figure 18), ROP16 et ROP18 

(Figure 19). 

 

Figure 18: Expériences pilotes d'expression de MIC5 (23kDa) 

C = contrôle négatif ; (A) PCR d'intégration de MIC5- pPINKαHC, les clones 7 et 8 ont été sélectionnés et cultivés ; (B) Clones 7 et 8 

exprimant MIC5 ; l’induction a été effectuée pendant 4 jours 
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Figure 19: Expériences pilotes d'expression de ROP16 et ROP18 

C=contrôle négatif ; (A) PCR d'intégration des plasmides, les clones 3 et 4 ont été sélectionnés et cultivés ; (B) Clones 3 et 4 exprimant 

ROP16 et ROP18
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II) Evaluation des activités anti-toxoplasmique et anti-paludique de composés 

Afin de mieux comprendre le fonctionnement de TgSORT, l’équipe a entrepris d’effectuer une 

étude faisant intervenir le criblage d’une banque de composés sur une souche transgénique de T. 

gondii. La première étape a consisté à créer le parasite transgénique dont le gène TgSORT était 

tagué GFP par complémentation et disruption du gène UPRTet le gène ROP1 mCherry par knock-

in. Par la suite, une librairie de 1121 composés a été criblée de manière automatique par 

microscopie à fluorescence sur cette souche transgénique. La mort parasitaire sous l’effet des 

drogues se traduisait par la présence d’un signal jaune correspondant à un mélange des signaux 

vert et rouge dans les puits. Ce screening a permis de retenir 12 drogues (inhibiteurs de kinase, de 

P38 MAP kinase, de pompe calcique et de prostaglandine) qui ont été testées en premier lieu sur 

une souche de T. gondii RHβGal. Cette souche transgénique contenait le gène LacZ d’E. coli en 

tant que gène rapporteur pour indiquer la survie des parasites par dosage au spectrophotomètre. 

Des mélanges de 3 drogues ont également été testés. Les activités de huit de ces inhibiteurs ont été 

par la suite vérifiées par cytométrie en flux sur des parasites au stade ring de la souche de référence 

P. falciparum 3D7. Chacune des concentrations a été testée en quadruple et l’expérience a été 

reprise 3 fois. Les pourcentages de croissance parasitaire en fonction des logarithmes des 

différentes concentrations testées ont été présentés. Les analyses statistiques ont révélé une 

différence hautement significative entre la croissance parasitaire en absence et en présence des 

différentes concentrations d’inhibiteurs (p ˂ 0.0001). Ce qui traduit un effet des drogues sur les 

différents parasites. Par ailleurs, la croissance parasitaire variait de manière hautement significative 

selon le type d’inhibiteur testé (p ˂ 0.0001).  

Ces travaux ont donné lieu à la publication d’un article dans Frontiers in Cellular and Infection 

Microbiology. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les parasites Apicomplexa notamment T. gondii sont pourvus d’organites sécrétoires apicaux 

exclusifs (micronèmes et rhoptries) qui libèrent des protéines indispensables à l’infection de l’hôte. 

Les protéines des micronèmes contribuent à la motilité et à l’attachement du parasite à la cellule 

hôte au moment de l’invasion et leur action conjuguée entre autres avec les protéines des rhoptries 

permet l’entrée du parasite. Les protéines des rhoptries participent également à l’établissement de 

la vacuole parasitophore et sont responsables de la subversion des fonctions de l’hôte. Certaines 

protéines des micronèmes interviennent enfin pour assurer l’échappement des cellules hôtes après 

la multiplication du parasite.  

Diverses études ont permis une meilleure compréhension du fonctionnement de ces organites ainsi 

que leur biogenèse. Ainsi, l’équipe a précédemment identifié TgSORT, le récepteur cargo 

homologue à la sortiline humaine et qui, par le biais de son domaine N-terminal, transporte les 

protéines de micronèmes et de rhoptries du post-Golgi vers l’ELC afin de permettre leur biogenèse.   

L’objectif principal de ma thèse a été de déterminer les mécanismes d’interaction entre TgSORT 

et ses partenaires ROP ou MIC et d’identifier à terme de potentiels inhibiteurs de cette interaction. 

C’est pourquoi, nous avons entrepris de résoudre la structure tridimensionnelle de TgN-SORT en 

présence et en absence de ligands. La connaissance de la structure 3D des macromolécules 

biologiques permet leur observation à l’échelle atomique, échelle à laquelle se produisent les 

processus de reconnaissance moléculaire qui dirigent bon nombre de phénomènes biologiques 

fondamentaux. En parasitologie, l’identification des résidus spécifiques impliqués peut permettre 

le développement d’analogues structuraux servant d’inhibiteurs. 

 La première étape pour l’atteinte de notre objectif consistait à exprimer TgN-SORT et ses 

partenaires sous forme de protéines recombinantes. De nos jours, plusieurs systèmes d’expression 

sont utilisés pour la production de protéines d’intérêt. E. coli est le système le plus répandu car il 

offre des avantages notoires que sont : une cinétique de croissance rapide inégalée (temps de 

doublement d’environ 20 minutes dans des conditions optimales en milieu glucose-sels) (Sezonov, 

Joseleau-Petit, and D’Ari 2007), la réalisation de cultures à haute densité cellulaire (en théorie, 

jusqu’à 1x1013 bactéries viables/ml) (Lee 1996; Shiloach et Fass, 2005), l’utilisation de milieux 

riches et complexes pouvant être produits à partir de réactifs abordables, une transformation facile 

et rapide à partir d’ADN exogène (Pope and Kent 1996), un coût de production minime, un 
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rendement élevé et un court délai d’exécution. Cependant, plusieurs inconvénients sont à 

dénombrer tels que l’absence ou une faible expression de la protéine d’intérêt, la formation des 

corps d’inclusion et l’inactivité de la protéine (Rosano et Ceccarelli 2014). Ces désavantages 

constituent des facteurs limitants pour l’obtention d’une protéine fonctionnelle et en quantité 

suffisante. C’est à l’un de ces obstacles (insolubilité de la protéine) qu’a été confrontée l’équipe et 

qui justifie le choix de P. pastoris comme système d’expression de TgN-SORT. 

P. pastoris est une levure méthylotrophique capable de métaboliser le méthanol comme seule 

source de carbone. Son utilisation présente de nombreux avantages comparativement aux autres 

systèmes eucaryotes et à certains systèmes procaryotiques. Ce sont : un taux de croissance rapide 

avec une facilité de fermentation à haute densité cellulaire, une haute productivité en milieu 

minimal, l’élimination d’endotoxine et de bactériophages contaminants, des vecteurs d’expression 

bien caractérisés et facilement manipulables, l’innocuité pour l’homme des virus lytiques qui 

infectent P. pastoris, le repliement et autres modifications post-traductionnelles (glycosylation,  

méthylation, acylation, l'ajustement protéolytique), l’adressage vers les compartiments 

subcellulaires et la possibilité d’un largage extracellulaire des protéines qui peuvent être purifiées 

directement à partir du milieu de culture (Li et al. 2007).  

 Nous avons effectué des expériences pilotes et exprimé N-SORT dans P. pastoris en vue d’en 

déterminer la structure libre et en présence de ligands. Plusieurs paramètres influent sur 

l’expression des protéines dans P. pastoris et son rendement : le promoteur utilisé, le choix du 

vecteur et de la souche, la concentration de méthanol et le temps d’induction. Le promoteur AOX1 

inductible au méthanol a été utilisé. Le système d’expression de protéines hétérologues P. pastoris 

permet l’usage de promoteurs fortement régulés comme AOX1, ce qui présente des avantages pour 

la surexpression des protéines. Par ailleurs, la séparation de la phase de production de la protéine 

de celle de croissance des levures réduit leur stress en permettant l’accumulation de la biomasse 

avant l’induction de l’expression protéique. L’expression de protéines potentiellement toxiques 

pour P. pastoris est également possible (Ahmad et al. 2014). La première partie du métabolisme 

du méthanol chez cette levure est son oxydation en formaldéhyde en utilisant l'oxygène moléculaire 

sous l’action d’une enzyme : l'alcool oxydase (AOX). L'alcool oxydase ayant une faible affinité 

pour l'O2, P. pastoris compense en produisant de grandes quantités de l'enzyme. Le promoteur qui 

régule la production de l’alcool oxydase est le même utilisé pour contrôler l'expression des 
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protéines d'intérêt. Par ailleurs, nous avons choisi une sélection des transformants positifs basée 

sur l’auxotrophie à l’adénine et les séquences étaient précédées du peptide signal α-facteur de S. 

cerevisiae pour une sécrétion extracellulaire donc dans le milieu de culture. Le gène ADE2 code 

pour la phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, qui catalyse la sixième étape de la biosynthèse 

de novo des nucléotides puriques (Jones & Fink, 1982). Chez plusieurs levures, les mutations du 

gène ADE2 entraînent l'accumulation des précurseurs des purines dans la vacuole, ce qui confère 

une coloration rouge à la colonie. Les quatre souches utilisées au départ étant auxotrophes ade2, 

elles ne peuvent se développer sur un milieu dépourvu d'adénine suite à la délétion complète du 

gène ADE2 et d'une partie de son promoteur. En outre, elles ont une croissance lente sur un milieu 

riche. Le vecteur pPINKαHC ayant servi au clonage des gènes d’intérêt contient une version 

tronquée du gène ADE2, sous le contrôle de son propre promoteur, comme marqueur de sélection. 

La transformation des souches avec les plasmides d'expression leur permet de se développer à 

nouveau sur un milieu manquant d'adénine. Grâce à l’intégration de l’ADN recombinant, les 

nucléotides puriques sont synthétisés, leurs précurseurs ne sont plus accumulés dans les vacuoles 

et les colonies sont de couleur blanche. L’utilisation de la souche ade2 double knock-out pour la 

protéinase A et pour un précurseur de la protéinase B a limité la dégradation de TgN-SORT par ces 

deux protéinases très abondantes chez cette levure. TgN-SORT et ses partenaires étaient exprimées 

de manière optimale sous 2% de méthanol pendant 72 heures. Sajitha et. al ont eu recours au même 

système pour exprimer la L-asparaginase d’E. coli en 2015 et cette enzyme était active (Sajitha et. 

al., 2015). Toutefois, l’expression ou non d’une protéine recombinante dépend également de la 

nature du gène à exprimer. Diverses protéines de T. gondii ont déjà été exprimées dans P. pastoris 

et ont montré des activités biologiques. En 2010, Lau et al ont produit GRA4 extracellulaire en 

utilisant le promoteur AOX1 dans des conditions optimales de 0,75% de méthanol et 96 heures 

d’induction. La souche X-33 a été utilisée, les transformants positifs ont été sélectionnés avec de 

la zéocine et le test de western blot d’antigénicité de la protéine en utilisant des sérums humains 

positifs à la toxoplasmose s’est révélé positif (Lau et al. 2010). GRA2 exprimée dans le même 

système avec 1% de méthanol pendant 5 jours a également gardé son antigénicité (Lau et al, 2012). 

Chang et al, ont également exprimé ROP2 dans le même système avec 1% de méthanol pendant 

48 heures et en western blot, cette protéine était apte à être détectée par les IgG et IgM (Chang et 

al., 2011). L’expression de SAG1 et GRA2 dans une souche de P. pastoris GS115 avec sélection 

des transformants à la zéocine a de même été concluante et ces protéines recombinantes étaient 
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actives car elles ont entraîné chez des souris des réponses humorale et cellulaire fortes (Zhou et al. 

2007). 

Par conséquent, divers systèmes de P. pastoris offrant une sélection soit colorimétrique soit à usage 

d’antibiotique peuvent être employés pour produire les protéines d’intérêt. Mais le système 

colorimétrique dont nous avons fait usage a l’avantage de prévenir les erreurs de pipetage 

éventuelles et l’utilisation d’antibiotique de mauvaise qualité. 

Trois grandes méthodes sont utilisées pour résoudre la structure 3D des macromolécules 

biologiques : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la cristallographie aux rayons X et la 

cryomicroscopie électronique. La RMN est consacrée aux très petites protéines le plus souvent 

d’au plus 30 kDa et la cryoEM est en général réservée aux grosses protéines et complexes 

moléculaires d’au moins 150 kDa. En ce qui concerne la cristallographie aux rayons X, elle offre 

une grande précision dans la position des atomes mais nécessite une grande quantité de protéine 

pure à 95% (1-10 mg environs) et l’obtention de cristaux n’est pas toujours effective. Nous avons 

réalisé dans un premier temps des essais de cristallographie de TgN-SORT qui n’ont pas été 

concluants. L’analyse de la propension au désordre de la protéine a révélé la présence de domaines 

flexibles le long de la protéine. Certaines de ces régions correspondent à ces insertions 

précédemment décrites par l’équipe et qui sont exclusivement retrouvées dans les sortilines des 

Apicomplexa (Sloves et al. 2012).  Plusieurs de ces domaines étant localisés à l’intérieur de TgN-

SORT, leur retrait aurait déstructuré la protéine. C’est la raison pour laquelle nous avons 

uniquement enlevé les deux domaines flexibles situés aux extrémités. La TgN-SORT tronquée 

produite n’a pas cristallisé non plus. Par ailleurs, nous avons eu recours à la cryoEM. Les 

expériences de coloration négative effectuées en prélude à cette expérience ont montré des 

particules de TgN-SORT très homogènes et bien dispersées sur les grilles. L’analyse des images 

acquise n’a pas permis l’obtention de la structure 3D définitive à une résolution satisfaisante. 

Néanmoins la structure obtenue présente une forme torique évoquant celle de la sortiline humaine. 

L’algorithme Alphafold 2 nous a permis la modélisation de la structure tridimensionnelle de TgN-

SORT. Ce qui a confirmé la similitude avec la sortiline humaine avec laquelle TgSORT partage 

27% d’identité. 

La structure tertiaire de certaines protéines présente des domaines β-propellers. L’architecture de 

ces domaines est formée par un arrangement de plusieurs feuillets β antiparallèles et tordus, 

disposés radialement autour d’un tunnel central (Pons et al. 2003). Dans le cas des récepteurs à 
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domaine Vps10p-D, quatre feuillets β composent chaque domaine β-propeller. Quistgaard et 

collaborateurs ont déterminé par cristallographie en 2009 la structure tridimensionnelle de 

l’ectodomaine de Sortilin (sSortilin, constitué exclusivement par le domaine Vps10p-D) en 

complexe avec la neurotensine. Il en ressort que Vps10p-D est constitué des dix domaines β-

propellers (résidus 45 à 576) suivis par deux petits domaines 10CC-a et 10CC-b (résidus 577-633 

et 634-716 respectivement) formant le module 10CC à faible structure secondaire qui interagit avec 

l’hélice des β-propellers. Cette étude a révélé que le neuropeptide de 13 acides aminé constituant 

la neurotensine se lie à la sortiline à l’intérieur du tunnel formé par les dix domaines β-propellers, 

plus précisément sur le brin 1 du sixième domaine β-propeller. Une glycosylation est retrouvée sur 

le bord interne au niveau du brin 1 du septième domaine β-propeller sur l’asparagine 373. Une 

deuxième glycosylation est présente sur l’Asn549 sur le bord externe du côté de l’hélice 

interagissant avec le module 10CC.  

En outre, des études de compétition ont suggéré l’existence de sites de liaison supplémentaires pour 

d’autres ligands à l’intérieur du tunnel. Une grande partie des ligands de Sortilin se lierait à cet 

endroit (Quistgaard et al. 2009c). Le propeptide joue également un rôle important en empêchant la 

liaison prématurée des ligands excepté chez SorCS3 et SorLA. Le module 10CC représente 

également un autre site de liaison identifié dans la fixation du proNGF, RAP et GDNF chez Sortilin 

et SorLA (Westergaard et al. 2004b). La résolution de la structure à pH acide révèle une 

dimérisation de Sortilin entraînant un changement de conformation qui rend les sites de fixation 

des ligands inaccessibles (Januliene, 2017). C’est ce qui permet la libération des ligands. Cette 

dimérisation joue un rôle important dans le trafic des cytokines en particulier l’interféron α (Yabe-

Wada et al. 2018). Par contre, chez SorLA, impliqué notamment dans la maladie d’Alzeihmer, il a 

été démontré par cryoEM que les formes monomère et dimère sont présentes à pH neutre. 

Cependant les auteurs n’ont pas réussi à établir une structure 3D de SorLA-Apo à une résolution 

satisfaisante. Il en ressort néanmoins que l’orientation du résidu R490 est importante pour la liaison 

du ligand. (Zhang et al. 2022).  

Les prédictions d’Alphafold2 ont révélé qu’à l’instar de sSortiline, TgN-SORT présente les trois 

domaines structurels que sont le domaine N-terminal formé par les 10 β-propellers suivi des deux 

domaines 10CC-a et 10CC-b. La présence de 3 insertions supplémentaires sur le domaine luminal 

chez TgSORT décrite dans les travaux précédents de l’équipe a été confirmée (Sloves et al. 2012). 
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En effet, ces insertions sont absentes chez sSortilin et se présentent sous forme de boucles ou 

domaines flexibles de tailles variables disposés à l’extérieur du tunnel et probablement impliqués 

dans des fonctions spécifiques chez le parasite.  

La présence de modifications post-traductionnelles chez TgSORT n’a pas été rapportée, ni 

identifiée par Alphafold2. Ces modifications post-traductionnelles pourraient être détectées par 

immunoprécipitation avec des billes d’affinité ou par spectrométrie de masse.  

Les différentes modélisations avec TgN-SORT et les domaines flexibles N-terminaux des protéines 

ROP1, ROP5 et ROP16 ont montré que les prodomaines se lient à TgN-SORT à l’intérieur du 

tunnel au même site de liaison que la neurotensine chez sSortilin. Ce qui n’est pas le cas pour les 

protéines des micronèmes. TgSORT lierait donc un motif désordonné des propeptides de ROP1, 

ROP5 et ROP16 afin de transporter les complexes formés par les protéines de rhoptries du post-

Golgi vers l’ELC. Des dimérisations pH-dépendantes pourraient également intervenir comme cela 

a été démontré chez les homologues afin de libérer le récepteur de ces ligands avant son transport 

rétrograde vers le post-Golgi. Ces observations doivent être confirmées de manière expérimentale. 

Contrairement à l’homme, TgSORT ne possède pas la voie alternative du M6P pour ce transport 

de ses protéines, ce qui fait que la présence de ce récepteur lui est encore plus vitale.  

Toutes les études structure-fonction de TgSORT ont pour but de déterminer les bases moléculaires 

de l’interaction du récepteur avec ses ligands afin d’identifier des inhibiteurs qui pourraient devenir 

de nouveaux médicaments antiparasitaires. Lors de nos études, nous avons découvert l’expression 

Golgi/endosome dans un compartiment central du parasite alors que les protéines sont plus loin au 

niveau de l’apex. Ce qui pourrait nous permettre de mettre au point un système de criblage basé 

sur de l’imagerie afin de perturber cette polarité morphologique. Nous avons donc fabriqué un 

parasite transgénique qui exprime TgSORT-GPP et ROP1-mCherry, ce qui signifie que nous avons 

une expression simultanée d’un signal vert et rouge distinct. Ainsi, si un inhibiteur perturbe cette 

localisation distincte, le vert et rouge se mélangeraient pour devenir jaune donc nous aurions alors 

identifié une drogue qui est capable de détruire la morphologie du parasite. Nos derniers travaux 

ont consisté à l’utilisation du parasite transgénique modèle, au criblage et à la validation des 

inhibiteurs identifiés.  

La toxoplasmose et le paludisme sont contractés par des millions de personnes chaque année, ce 

qui conduit à une mortalité élevée. En 2021, le rapport de l’Organisation mondiale de la santé 
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(OMS) a estimé à 241 millions le nombre de cas de paludisme dans le monde en 2020 avec 627 

000 décès essentiellement dans les pays du sud. Malgré cet impact sanitaire important, certaines 

difficultés majeures entravent le traitement efficace de ces parasitoses. Les médicaments actuels 

utilisés contre la toxoplasmose provoquent des effets secondaires graves tels que des atteintes au 

foie et à la moelle épinière. Ces traitements sont également inefficaces contre les kystes de 

bradyzoïtes. On note par ailleurs une forte résistance des souches de P. falciparum même aux 

derniers traitements disponibles notamment les CTA. Cet état des choses a conduit au recours à 

une stratégie de reconversion de médicaments dédiés au traitement d’autres pathologies comme ce 

fut le cas récemment pour l’anticancéreux Altiratinib. Il a été démontré que ce médicament cible 

la TgPRP4K (T. gondii Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog) et la PfLCK3 (P. 

falciparum cyclin-dependent-like kinase 3) perturbant l’épissage chez les deux parasites. La 

production des protéines est affectée et cela conduit à la mort des parasites. L’Altiratinib est 

également efficace contre Eimeria et Neospora (Swale et al. 2022). T. gondii représente un modèle 

de choix pour le criblage de composés par immunofluorescence entre autres en raison des facilités 

de culture qu’il offre et de son aptitude à générer des mutations clés. La librairie que nous avons 

criblée contenait un large éventail de composés dont des inhibiteurs de kinase et également des 

perturbateurs de diverses voies cellulaires. Ditmar et al 2006 ont employé la même librairie avec 

une stratégie de criblage reposant sur l’inhibition de la β-galactosidase et identifié 94 composés 

dont plusieurs impliqués dans la signalisation de la dopamine ou des œstrogènes. La stratégie basée 

sur l’image à laquelle nous avons eu recours a abouti à la mise en exergue d’une douzaine de 

composés dont sept inhibiteurs de kinases, en particulier de P38 MAP kinase. Le dosage de la β-

galactosidase a révélé des CI50 individuelles comprises entre 5 µM et 60 µM. Ces CI50 étaient 

baissaient entre 1 et 2,5 µM lorsque des combinaisons de 3 drogues étaient testées sur T. gondii, 

traduisant une synergie d’action. Quatre drogues ont été validées sur P. falciparum. T. gondii et P. 

falciparum. Les rhoptries possède une variété de kinases qui jouent des rôles importants dans la 

survie des parasites. C’est le cas de ROP18 qui phosphoryle et inactive des GTPases liées à 

l'immunité de l'hôte, préservant le parasite de la lyse (Fentress et Sibley, 2011). Ces protéines 

pourraient être éventuelles cibles pour ceux des composés appartenant à la famille des inhibiteurs 

de kinases. L’identification des cibles de ces inhibiteurs pourraient permettre leur validation chez 

d’autres espèces Apicomplexa. 
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PERSPECTIVES 

Des différents travaux effectués et des résultats obtenus, les perspectives principales suivantes sont 

envisagées : 

- Effectuer des expériences de co-immunoprécipitation entre TgN-SORT et les motifs de 

liaison identifiés chez les protéines des rhoptries, produits sous forme de peptides   

- Confirmer de manière expérimentale les prédictions obtenues par Alphafold 2 en 

déterminant par cryoEM, la structure de TgN-SORT en complexe avec des protéines ROP 

produites à plus grande échelles ou immunoprécipitées à partir de lysats du parasite 

iKOTgSORT 

- Effectuer une complémentation du mutant iKOTgSORT par le gène TgSORT contenant 

une délétion du domaine de liaison prédit par Alphafold 2 et analyser les phénotypes des 

mutants 
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