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Liste des abréviations

ABP : Actin-Binding Protein

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
AFSSA : Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments

AMAL1 : Apical Membrane Antigen 1
AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
AP-1 : Activator Protein 1

APAF1 : Apoptotic Peptidase Activating
Factor 1

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager
ATP : Adénosine triphosphate

BET : Bromure d'éthidium

BSA : Bovine Serum Albumine

CAK : Cdk Activating Kinase

CAMLG : Calcium Modulating Ligand
CDAL1 : Cell Division Auto-antigen-1
Cdk : Cycline dependante kinases

CDPK : Calcium-Dependent Protein Kinases
ChIP : Chromatine Immunoprecipitation
¢-IAP : Cellular Inhibitors of Apoptosis
CKI : Cdk Inhibitor

CK2 : Casein Kinase 2

CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité

CREB : AMPc-Responsive Element-Binding
protein

Da : Dalton

DAPI : 4,6- diamidino-2-phénylindole
DEAE : Diethylaminoethyl-cellulose
DHFR : Dehydrofolate Réductase

dNTP : Désoxynucléotide tri-phosphate
DISC : Death-Inducing Signaling Complex
DL : Dose Létale

Dnmt : DNA méthyltransférases

DO : Densité Optique

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique
EGR1 et 2 : Early Growth Response
ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay

ERK : Extracellular signal-Regulated
Kinases

FKHRI1 : Forkhead transcription factor
FGF7 : Fibroblast Growth factor 7

GAPDH : Glyceraldehyde 3-Phophate
Dehydrogenase

GMPc : Guanosine Monophosphate cyclique
GPI : Glycosylphosphoinositol

HAT : Histone Acetyl Transferase

HBx : Hepatitis B virus X protein

HDAC : Histones Desacétylases

HIF1 : Hypoxia Inductible Factor 1

HOST : Host Organelle Sequestring Tubulo
Structures

HSP70 : Heat Shock Protein 70

ICAM-1 : Intracellular Cell Adhesion
Molecule 1

ICB2 : Inverted CCAAT box

ICBP90 : Inverted CCAAT box Binding
Protein of 90 kDa

IDO : Indoléamine 2,3-dioxygenase

IFN-y : Interféron gamma

IgG : Immunoglobuline G

IGTP : GTPase interféron inductible

IxBa : Inhibitor of NF-kB

IKK : IxB Kinase

IL-12 : Interleukine 12

iNOS : Oxyde Nitrique Synthétase inductible
IRF-1: Interferon Regulatory Factor 1
JAK : Janus Kinase

JM : Jonction Mobile

KO : Knock down

LB : Lysogeny Broth

LDL: Low-Density Lipoprotein

LINE : Long Interspersed Nuclear Element-1
LPS : Lipopolysaccharide

Luc : Luciferase

MAPK : MAP kinase

MCP1 : Monocyte Chimioattractant
Protein 1

MYVP : Membrane de la Vacuole
Parasitophore

MTOC : Microtubular Organization Center
NF-xB : Nuclear factor-xB

NHDF : Normal Human Dermal Fibroblast
NK : Natural Killer

NO : Monoxyde d’azote

NTPase : Nucléotide Triphosphate hydrolase
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pb : paire de base

PBS : Phosphate Buffered Saline

PBST : PBS + Tween 20 a 0,05%

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
PCR : Polymerase Chain Reaction

pH : Potentiel Hydrogene

PHD : Plant Homeo Domain

PI3K : Phosphoinositol 3 Kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol-3-4 biphosphate
PIP3 : Phosphatidylinositol-3-4-5
triphosphate

PKA : Protein Kinase A

PKB : Protein Kinase B

PKD1 : Phosphoinositide-Dependant
Kinase 1

PLP1 : Pore forming protein

PP2A : Protein Phosphatase 2 A

PP2C : Proteine Phosphatase 2C

PRB : Proteine of Retinoblastoma

PVDF : Polyvinylidene Fluoride

qsp : Quantité Suffisante Pour

RE : Réticulum Endoplasmique

RING : Really Interesting New Gene

ROS : Reactive Oxygen Species

RT-PCR : Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction

SAG : Surface Antigen

SAHA : Suberoylanilide Hydroxamic Acid

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SEM : Standard Error of the Mean

SiRNA : Small interference RNA

SLN : Séquences de Localisation Nucléaire
SRA : Set and Ring Associated domain
SRS : SAG-Related Sequences

STAT : Signal Transducers and Activators
of Transcription

SUSA : SAG-unrelated antigens

TGF-B : Transforming Growth Factor-beta
Th1 : T helper de type 1

TLR : Toll-like Receptors

TNFR : Récepteur du TNF-a

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha
Topoll a : Topoisomérase o

TRAF1: TNF-Receptor-Associated Factors 1
TTD : Tandem Tudor Domain

UHRF1 : Ubiquitin-like containing PHD
and Ring Finger domains, 1

UV : Ultra-Violet

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
VIH : Virus de I'Immunodéficience
Humaine

VIR : Virulent loci

VP : Vacuole Parasitophore

Vpr : Protéine R du VIH

WT : Wild Type
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INTRODUCTION



T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire appartenant au phylum des Apicomplexae,
phylum qui inclut un grand nombre de parasites humains et animaux responsables de
pathologies telles que le paludisme, la toxoplasmose, les coccidioses ou les cryptosporidioses.
On le retrouve dans le monde entier, a une prévalence élevée et dans un éventail
exceptionnellement large d’hdtes, ce qui en fait un des parasites protozoaires les plus
prospéres du monde. Ce pathogéne est un des plus communs chez I’homme et cela pour
plusieurs raisons : son cycle de développement complexe lui permet d’étre transmis a la fois
lors de son cycle sexué par les maticres fécales de félidés et asexué par le carnivorisme ;
Toxoplasma a un large tropisme de cellules-hotes qui inclut la plupart des cellules nucléées ; il
se développe en une infection chronique qui ne peut étre éliminée par le systéme immunitaire
de I’hote et par les médicaments. Ceci permet au parasite d’atteindre des taux d’infection
allant de 23 % aux USA a 50 % en France (Jones et al., 2001, Tenter et al., 2000). C’est ’'une
des infections les plus fréquentes dans la population frangaise et on estime que 200 000 a 300
000 nouvelles infections surviennent chaque année dont 15 a 20% sont symptomatiques
(rapport AFSSA 2005). Généralement bénigne chez les individus immunocompétents, elle
peut étre grave dans deux cas : la toxoplasmose congénitale et lors de la réactivation de kystes
entrainant des nécroses hépatiques, cérébrales ou oculaires. En médecine vétérinaire, la
toxoplasmose est a I’origine de nombreux avortements dans les élevages et représente donc un
impact économique important.

Les études menées sur ce parasite sont incitées pour deux raisons principales. Premiérement,
le parasite entraine des pathologies graves (encéphalites, choriorétinites, myocardites) et les
médicaments actuels sont inefficaces contre les infections chroniques. De plus, des résistances
a certains médicaments ont été rapportées. Deuxieémement, Toxoplasma est utilisé comme un
modele d’étude (facilement isol€, cultivé et génétiquement modifi€¢) pour d’autres pathologies
causées par des Apicomplexae comme Plasmodium, agent du paludisme, Eimeria qui cause
des coccidioses chez la volaille et Cryptosporidium, infection opportuniste importante chez
les patients atteints du VIH.

T. gondii persiste dans certains organes immunologiquement privilégiés comme le cerveau ou
I’ceil (Black and Boothroyd, 2000). La persistance du parasite n’est permise que parce que le
parasite exploite la cellule-hdte a son avantage et interfére avec de nombreuses voies de
signalisation de cette cellule afin d’assurer sa survie et sa prolifération. Afin d’identifier les

voies de signalisation altérées par le parasite, les premicres approches ont été effectuées par
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micro-arrays (Blader et al., 2001, Gail et al., 2001). Plus de mille génes se sont avérés étre
régulés négativement ou positivement par le parasite. Ces geénes codent pour des protéines
impliquées dans I’apoptose, I’inflammation, la prolifération cellulaire...Le parasite manipule
la cellule-hote a plusieurs niveaux lui permettant de contourner la réponse immunitaire,
d’assurer la survie des cellules infectées et d’acquérir les nutriments pour lesquels il est
auxotrophe. Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels les parasites interfeérent

avec la cellule-hote restent a déterminer.
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A - Toxoplasma gondii et la toxoplasmose

L Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire décrit pour la
premiere fois en 1908 par Nicolle et Manceaux dans les tissus d’un rongeur, Ctenodactylus
gondii.

T. gondii appartient au régne des Protista et au phylum des Apicomplexae qui est défini par la

présence d’un complexe apical incluant des organelles sécrétoires.

Eucaryotes ——— Animaux

| Champignons

L Plantes vertes

L Apicomplexae ——— Toxoplasma
———  Plasmodium
L Cryptosporidium
Archebactéries Theileria
Eubactéries

Figure 1 : T. gondii est un parasite eucaryote appartenant au phylum des Apicomplexae

I.1. Stades parasitaires

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire et posséde un cycle hétéroxéne facultatif
entre les félins (hdte définitif) et les animaux homéothermes (hotes intermédiaires). Le cycle

de développement comprend 3 stades évolutifs :
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le sporozoite, issu de la reproduction sexuée du parasite, il est éliminé dans le milieu

extérieur sous forme d’oocystes contenant les sporozoites dans les féces de chat.

Figure 2 : Oocyste de T. gondii. Paroi mince (grande fléche), deux sporocystes (tétes de fléche) et les
sporozoites, dont 1'un est coupé longitudinalement (petites fleches) (Dubey et al., 1998).

- le tachyzoite, forme intracellulaire végétative, présent pendant la phase aigué de
I’infection, il infecte les cellules nucléées de I’hdte et s’y multiplie au sein d’une

vacuole parasitophore. Il se présente sous forme de croissant de 5 a 10 um de long sur

2 a5 um de large (Figure 3).

Conoide
Anneau polaire

Micronéme
Rhoptrie
Granule dense
Microtubules

Membrane interne

Mitochondrie
Abpiconolaste
Noyau
Reticulum endoplasmique

Membrane plasmique

Péle postérieur

Figure 3 : Structure d’un tachyzoite (d’aprés Baum et al., 2006)
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La partie antérieure présente une structure caractéristique du phylum des Apicomplexae : un
complexe apical qui comporte un €lément participant a la mobilit¢ du parasite et a sa
pénétration dans les cellules, le conoide, et des organelles a activité sécrétoire (rhoptries,
micronemes et granules denses). L’apicoplaste, plastide dérivant d’un chloroplaste ancestral, a
un role encore mal défini (Mc Fadden et al.,1996).

Le tachyzoite est capable de pénétrer dans tout type cellulaire. La pénétration est un
phénoméne actif, trés rapide (moins de 20 secondes). Aprés pénétration, le parasite s’entoure
d’une vacuole parasitophore limitée par une membrane. A 1’intérieur de la vacuole
parasitophore, le parasite se multiplie de fagon asexuée par endodyogénies répétées (Figure
4) : deux cellules-filles sont assemblées dans une cellule-mere intacte et polarisée ; deux
parasites sont généralement produits pour chaque cycle cellulaire mitotique, la réplication est
synchrone, ce qui entraine 1'expansion clonale de la descendance jusqu'a ce que la cellule-hote
soit lysée (Hu et al., 2002). Le taux de réplication est dépendant de la souche parasitaire et du

type de cellule-hote.

Figure 4 : Endodyogénie des tachyzoites de 7. gondii (d’apres Nishi et al., 2008)

- le bradyzoite, forme végétative intracellulaire, il caractérise la phase chronique de
I’infection. Le stade bradyzoite résulte de la transformation du stade précédent.
Structuralement, les bradyzoites différent peu des tachyzoites: noyau en position
postérieure, présence de plus de grains d’amylopectine, apparence plus fine et enfin ils
sont moins sensibles a la destruction par les enzymes protéolytiques (Figure 5). Cette
transformation s’accompagne de la modification de la vacuole parasitophore dont la

membrane s’épaissit. Ainsi se constitue le kyste toxoplasmique, structure sphérique
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intracellulaire qui peut mesurer de 5 a 100 pm. Il peut contenir des centaines voire des

milliers de bradyzoites (Figure 5).

Figure 5 : Structure d’un bradyzoite (gauche). Kyste tissulaire (cerveau de souris) renfermant des
centaines de bradyzoites (droite) (Dubey ef al ., 1998).

La transformation des tachyzoites en bradyzoites et de la vacuole parasitophore en kyste est
un phénomeéne qui intervient trés rapidement (dés 48 heures en culture cellulaire ; dés le 6éme
jour apreés l'infection dans la toxoplasmose expérimentale de la souris). L’élément
déclenchant majeur de cette transformation est une inhibition de I’activit¢ mitochondriale des
parasites sous 1’influence de protéines de stress du toxoplasme induites par différents stimuli
tels que ’IFN-y, le NO ou le TNF (Tomavo, 2001).

Les kystes peuvent se former dans n’importe quel type cellulaire mais persisteront
préférentiellement dans les neurones, les astrocytes, les cellules musculaires et les cellules
rétiniennes. Il est admis que les kystes peuvent persister pendant toute la vie de I’hote. A la
mort de la cellule-hoéte, la paroi du kyste se rompt et les bradyzoites sont libérés dans le milieu
extracellulaire. Si le systéeme immunitaire est efficace, certains toxoplasmes seront détruits par
le systtme immunitaire avant de pouvoir pénétrer dans de nouvelles cellules, d’autres

pourront se réfugier dans des cellules voisines et donner de nouveaux kystes.
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Le processus d’interconversion est au centre de la pathogeneése. De nombreux facteurs
favorisent I’initiation de la conversion du stade tachyzoite au stade bradyzoite (Figure 6) tels
que les variations de pH, les chocs thermiques ainsi que certains facteurs immunitaires dirigés
contre le parasite: des facteurs de stress oxydatif (capables d’inhiber les fonctions
mitochondriales du parasite) comme le NO (monoxyde d’azote) ou des facteurs cytokiniques

comme I’IFN-y, le TNF-a ou I’IL-12.

Conversion tachyzoites vers bradyzoites

* Variation de pH * Syntheése de NO
* Syntheése de TNF-a, d’ I[FN—y, ou d’IL-12

* Choc thermique

Tachyzoite //—— o —— Bradyzoite

Conversion bradyzoites vers tachyzoites
* Absence d’IL-12, d’IFN-y, ou de TNF-a
* Absence de NO

Figure 6 : Processus d’interconversion (Adaptée de Lyons et al., 2002)

L’interconversion s’accompagne de [’activation ou de la répression de genes spécifiques
(Radke et al., 2005) et pourrait impliquer un processus de régulation transcriptionnelle.
Cependant des études récentes mettent en évidence la pénurie de facteurs de transcription
chez les Apicomplexae malgré un cycle de vie complexe (Iyer et al., 2008, Templeton et al.,
2004). La régulation transcriptionnelle intervenant lors de la différenciation parasitaire
reposerait donc plus probablement, non pas sur des mécanismes faisant intervenir des facteurs
de transcription, mais plutot sur une régulation fine de la structure chromatinienne (Bougdour
et al., 2010, Hakimi et Deitsch, 2007, Sullivan et Hakimi, 2006). Deux grandes modifications

peuvent moduler la chromatine : la méthylation de I’ADN et le remodelage des histones.
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L’ADN de T. gondii contient des répétitions G-C mais aucune méthylation de I’ADN n’a été
détectée (Gissot et al., 2008) et on retrouve une organisation nucléosomale analogue a celle
des eucaryotes. La modification des histones fait notamment intervenir des acétylations, des
méthylations ou des phosphorylations, ceci entrainant une modulation du niveau de
compactage de la chromatine. Le parasite possede de nombreuses enzymes capables de
modifier les histones (Sautel et al., 2009, Sautel et al., 2007, Bhatti et al., 2006) et plusieurs
modifications de ces histones ont été rapportées telles que 1’acétylation de I’histone H4 ou la

méthylation de 1’histone H3.

I.2. Organisation moléculaire

Trois organelles sécrétoires sont retrouvées dans le cytoplasme de 7. gondii : les micronémes,
les rhoptries et les granules denses. Elles sont impliquées dans 1’invasion et dans les

interactions du parasite avec la cellule-hote (Figure 7).

Figure 7 : Organelles de T. gondii. Les rhoptries et les micronémes sont retrouvés au pole apical du
tachyzoite. Les granules denses sont distribués dans toute la cellule (d’aprés Joiner and Roos,
2002).

Le contenu de ces 3 organelles sécrétoires est déchargé séquentiellement ; les protéines de
micronémes en premier au contact de la cellule-hote, elles sont impliquées dans des fonctions
de reconnaissance et d’attachement a la cellule-hdte. Le contenu des rhoptries est relargué
dans un deuxiéme temps et il est impliqué dans la formation de la vacuole parasitophore entre
autres. Les protéines de granules denses sont relarguées durant et aprés 1’invasion dans la

vacuole parasitophore.
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1.2.1. Protéines de surface
Il en existe plus de 20 identifiées a ce jour appartenant a 5 superfamilles : SAG (Surface
Antigen) 1 a 5. Elles participent a I’attachement et a la pénétration dans la cellule-hote ainsi

qu’a la modulation de la réponse immunitaire (Lekutis ef al., 2001).

1.2.2. Micronémes

Environ une centaine de micronemes remplissent le complexe apical de chaque parasite. Ces
petits organites allongés sont généralement orientés selon 1'axe principal du parasite dans la
région apicale et a la périphérie du parasite (Dubey et al., 1998). Ils jouent un role essentiel
dans la survie et la propagation parasitaire. Les protéines de micronémes sont impliquées dans
la motilité, I’invasion et la virulence (Cérede et al., 2005). Une vingtaine de protéines ont été
identifiées a ce jour, la plupart d’entre-elles étant des adhésines transmembranaires ou des
protéines accessoires de ces adhésines. Elles sont libérées lors du contact initial du parasite
avec la cellule-hote et participent a I’attachement du parasite a la membrane de la cellule-hote
(Carruthers, 2002). La sécrétion des micronémes est stimulée par la mobilisation du calcium
intracellulaire parasitaire (Carruthers et Sibley 1999). Dans certains cas, ces protéines ont été
retrouvées fixées a des récepteurs de la cellule-hote (Garcia-Réguet et al., 2000 ; Brecht et al.,
2001). Les micronémes seraient impliqués dans la création de I’interface de liaison entre le
parasite et la membrane plasmique. La réduction d’expression d’AMA1 (Apical Membrane
antigen 1), une protéine de microneme, empéche la formation de la jonction mobile ainsi que
I’invasion. Les parasites sont capables d’adhérer a la cellule-hdte mais ils échouent a former
une association intime (Mital et al., 2005). De plus, AMA1 est associée a des protéines de
rhoptries au niveau de la jonction mobile. Cette coopération contribue a créer une interface
entre la parasite et la membrane plasmique et pourrait également participer a 1’exclusion de
certains marqueurs-hotes de I’intérieur de la vacuole parasitophore en formation, permettant

ainsi la survie du parasite (Alexander et al., 2005).

1.2.3. Rhoptries

Les rhoptries sont des organelles sécrétoires uniques et essentielles pour le parasitisme des

Apicomplexae. L’intégrité¢ des ces organelles affecte la capacité des parasites a envahir la

19



cellule-hoéte et a y établir une niche permissive pour sa réplication (Nakaar et al., 2003).

Les tachyzoites contiennent typiquement 12 rhoptries, chacune faisant 2 a 3 micromeétres de
long (Dubey et al., 1998). Les rhoptries sont trés conservées dans le phylum des
Apicomplexae, c’est pourquoi on les suspecte d’avoir un role-clé dans le cycle intracellulaire
de ces pathogenes. Elles sont souvent regroupées en grappes allongées au pdle antérieur du
parasite et fréquemment sur un seul c6té. L’intérieur des rhoptries semble organisé en discrets
sous-compartiments mais aucune membrane interne ne semble séparer ces domaines.

I1'y a 29 protéines de rhoptries connues, dont 24 sont présentes dans le bulbe (appelées ROP)
et 5 dans le cou des rhoptries (appelées RON). La plupart des ROP et des RON sont
spécifiques des Apicomplexae et comportent peu d’homologies avec des protéines
d’eucaryotes supérieurs. Cependant, certaines ROP portent des signatures enzymatiques,
essentiellement kinases, phosphatases et protéases (Boothroyd et Dubremetz, 2008). Plusieurs
RON possedent des orthologues évidents dans des genres apparentés comme Plasmodium ce
qui suggere leur implication dans des processus communs au phylum des Apicomplexae.
Enfin, les rhoptries contiennent ¢galement des lipides et un fort taux de cholestérol (Foussard
etal., 1991).

La seule circonstance dans laquelle les rhoptries sont connues pour sécréter leur contenu est
durant le processus d’invasion de la cellule-hote. Le signal de sécrétion n’est pas connu, mais
il dépend évidemment de la reconnaissance directe entre la surface apicale du parasite et des
molécules réceptrices de la cellule-hdte. Quel que soit le processus, une ouverture distincte a
été observée au podle antérieur du tachyzoite durant I’invasion cellulaire (Nichols et al., 1983).
Ceci pourrait étre I’ouverture a travers laquelle le contenu des rhoptries est déversé. Une fois
relarguées, les protéines de  rhoptries ont des  destinations  diverses :

- les protéines RON2, 4 et 5 forment un complexe avec la protéine de micronéme
AMALI et ce complexe se localise au niveau de la jonction mobile (Lebrun et al., 2005,
Alexander et al., 2005).

- les ROP semblent avoir une tout autre fonction que celle des RON. Comme les RON,
les ROP sont relarguées durant I’invasion mais ne forment pas de structures organisées et ne
sont pas retrouvées dans la jonction mobile. Elles migrent vers 3 localisations principales : la
lumiére de la vacuole parasitophore naissante, la membrane de la vacuole parasitophore ou
I’intérieur de la cellule-hote. ROP1 par exemple s’accumule dans la lumiére de la vacuole
parasitophore en formation mais on la retrouve également dans de petites vésicules
dépourvues de parasite et appelées evacuoles (empty vacuoles) (Ossorio et al., 1992,

Hakanson et al., 2001). Les protéines ROP2 migrent en général vers la deuxiéme localisation,
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la membrane de la vacuole parasitophore (Carey et al., 2004 ; Beckers et al., 1994). La
protéine ROP2 y est insérée et son domaine N-terminal est expos¢ dans le cytoplasme de la
cellule-hdte. Elle est impliquée dans le recrutement des mitochondries de la cellule-hote
(Sinai et al,, 1997, Sinai et al., 2002). La troisiéme destination connue pour les ROP est
I’intérieur de la cellule-héte et plus spécifiquement le noyau. Deux protéines de rhoptries ont
¢été observées dans le noyau, une protéine phosphatase de la classe 2C (PP2C) (Gilbert ef al.,
2007) et ROP16 (Saeij et al., 2007). Ce processus intervient trés rapidement apres 1’invasion
puisque ces deux protéines sont retrouvées dans le noyau 15 minutes aprés I’infection. Ces
deux protéines migrent vers le noyau de la cellule-hote en utilisant un signal de localisation

nucléaire qu’elles portent.

1.2.4. Granules denses

Ce sont des vésicules sécrétrices de 200 nm de diamétre et entourées d’'une membrane unique.
Leur nombre varie de 3 a 15 par parasite. Ils jouent un role majeur dans les modifications
structurales de la vacuole parasitophore (Mercier et al, 2005). Les protéines des granules
denses sont libérées a I’intérieur de la vacuole pendant et apres la pénétration dans la cellule-
hote. Il existe 12 protéines de granules denses (GRA1-10,12) plus 2 NTPase I et II (nucleotide
triphosphate hydrolase) et 2 inhibiteurs de protéases (TgPI 1 et 2) (Cesbron-Delauw 1994,
Ahn et al., 2005, Rome et al., 2008, Michelin et al., 2009). Elles s’associent a la vacuole
parasitophore et au réseau tubulaire de la cellule-hote, intervenant de ce fait dans le
recrutement des nutriments et dans I’inhibition des voies apoptotiques de la cellule-hote
(Carruthers, 2002 ; Mercier et al., 2005 ; Coppens et al., 2006). GRA7 est impliqué dans la
séquestration des vésicules endolysosomales a D’intérieur de la vacuole parasitophore
(Coppens et al., 2006). Beaucoup de protéines GRA possédent des domaines
transmembranaires putatifs. Parmi celles-ci, GRA3 et GRAS5 seraient impliquées dans
I’ancrage de la membrane de la vacuole parasotophore (MVP) au réticulum endoplasmique
(Kim et al., 2008). Les délétions ciblant GRA2 et 6 affectent la virulence des souches et induit

le développement d’une infection chronique chez les souris (Mercier et al., 1998).
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I.3. Génotype et virulence

Les souches de 7. gondii différent énormément en matiere de virulence bien quelles soit
génétiquement assez similaires. En effet, malgré 98% d’identité génétique, de grandes
différences en mati¢re de virulence existent (Sibley et Boothroyd, 1992). Bien qu’une seule
espece, 1. gondii, soit décrite au sein du genre Toxoplasma, plus de 200 isolats ou souches ont
bénéficié a ce jour d’analyses génotypiques. La pathogénicité des souches est définie par
I’étude de la virulence chez la souris : détermination des DL50 et DL100, doses minimales de
parasites entrainant la mort de 50% ou de 100% des souris infectées. La plupart des isolats
analysés (95%) sont généralement regroupés en 3 génotypes principaux (types I, II et III) en
fonction de leur virulence (Ajzenberg et al., 2002 ; Darde et al., 1992 ; Howe et Sibley, 1995).
Cependant, il existe quelques souches atypiques caractérisées par la présence d’alleles

uniques non retrouvés dans les 3 types principaux.

Tableau 1 : Caractéristiques des différentes souches de 7. gondii

Type I Type 11 Type I1I
Répartition De 0 4 40% des souches  De 40 a 100% des souches < 20% des souches isolées
chez I’homme isolées isolées
Multiplication Rapide en tachyzoites Lente ; Conversion en Multiplication
Peu de conversion en bradyzoites et formation  intermédiaire ; formation de
bradyzoites et de de kystes in vivo kystes in vivo

formation de kystes in

vivo
Virulence Tres virulent chez la Non virulent chez la souris ~ Virulence intermédiaire
souris DL50>10° entre types I et II ; Souvent
(toxoplasmose aigué, 1étal chez la souris
1étale) DL50>10°

DL100 : 1 ou 2 parasites

En France, il existe une prédominance trés nette des souches de type II (85%) alors que les
souches de type I ne représentent que 8% et celles de type III, 2% des souches (Honore et al.,
2000). La situation peut étre tres différente dans d’autres pays ; en Espagne, tout comme en
Angleterre, les souches de type I ont une fréquence plus ¢élevée (Aspinall ef al., 2003 ; Fuentes

et al.,, 2001).
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La souche RH, utilisée au cours de ma thése, a été isolée par Sabin en 1941, a partir d’un
cas d’encéphalite humaine aigué.
Bien que des différences soient observées dans les pathologies induites par les différentes
souches chez la souris, il n’y a pas de garantie que ces différences soient observées chez
d’autres hotes. Plusieurs études ont montré que les souches de type II étaient plus
fréquemment retrouvées chez les patients VIH et lors d’infections congénitales (Howe et al.,
1997, Howe et al., 1995, Ajzenberg et al., 2009). Ceci pourrait refléter soit une tendance de
cette souche a entralner des pathologies chez I’homme, soit une représentation
disproportionnée de cette souche dans les réservoirs animaux. Différentes études montrent
d’ailleurs un biais en faveur des souches de type II dans la population animale (Ajzenberg et
al., 2002, Howe et al., 1997, Owen et al., 1999). D’autres études montrent que dans les cas
rares de pathologies oculaires graves chez les patients immunocompétents, les souches de
type I ou les souches atypiques sont les plus fréquemment retrouvées (Grigg et al., 2001).
Pour identifier les génes responsables de la virulence, des expériences ont été effectuées en
croisant des souches de type I et III ou II et III introduites ensuite chez la souris. Cinq VIR
(Virulent loci) ont été mis en évidence. Parmis ceux-ci, ROP18 est un géne-candidat a la
virulence. ROP18 appartient a la famille des protéines de rhoptries ROP2 qui sont des sérine-
thréonine kinases et posséde une fonction kinase active. On la retrouve dans la vacuole
parasitophore aprés I’invasion de la cellule-hote. Le niveau d’expression de ROP18 varie en
fonction de la souche. Ainsi, dans les souches de type III, elle est presque indétectable
comparé aux souches de type I (Taylor et al., 2006). Le grand polymorphisme et les
différences importantes observées dans 1’expression de ROP18 expliquent les différences de
virulence des souches. La transfection de 1’allele ROPIS8 de type I dans une souche non
pathogénique de type III entraine une augmentation de la croissance du parasite et de la

mortalité chez les souris (Taylor et al., 2006).

1.4. Invasion de la cellule-hote

L’invasion de la cellule-hote par 7. gondii est un processus complexe (Figure 9).
Premiérement, le parasite s’attache faiblement a la surface de la cellule-hdte, processus médié
par des protéines de surface du parasite dont la plupart sont des GPI-linked protéines appelées
SAG (Surface antigens), SRS (SAG-related sequences) et SUSA (SAG-unrelated antigens)
(Pollard et al., 2008).

Suite a cet attachement, un signal déclenche une augmentation de calcium cytosolique qui
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stimule la sécrétion des micronémes. L’attachement des adhésines micronémales aux cellules-
hotes induit une liaison forte entre le parasite et la cellule-hdte (Carruthers et Boothroyd,
2007). Bien que les effecteurs conduisant a la libération du contenu des micronémes ne soit
pas connus, des kinases calcium dépendantes (CDPK) seraient impliquées. Une CDPK
toxoplasmique (TgCDPK1) pouvant réguler la mobilit¢ et l’invasion a été décrite
(Kieschnick et al., 2001). 11 existerait dans le génome de 7. gondii d’autres CDPK capables de

réguler la sécrétion des micronémes et I’invasion parasitaire (Nagamune et Sibley, 2006).

Le parasite utilise alors une forme unique de mobilité appelée « glinding motility » dont le
moteur est I’actine du cytosquelette du parasite (Dobrowolski et Sibley 1996). Un second
signal inconnu déclenche alors I’exocytose des protéines contenues dans les rhoptries. Apres
leur sécrétion, quatre protéines (RON2, 4, 5 et 8) se lient a AMAIL, une protéine de
microneme (Alexander et al., 2005, Straub et al., 2009). Ensemble, ces protéines forment la
jonction mobile (JM) qui est a I’interface du parasite et de la membrane de la cellule-hote et
I’on pense qu’elle constitue un attachement stable a partir duquel I’invasion active de la
cellule peut se dérouler. La JM pourrait également fonctionner comme un tamis moléculaire
qui filtrerait sélectivement les protéines transmembranaires de I’hdote pouvant intégrer la
membrane de la vacuole naissante (Charron et Sibley 2004). Cette sélection des protéines-
hotes est un ¢élément critique pour la survie du parasite puisqu’on pense qu’elle participe au
fait que la vacuole parasitophore est de nature non-fusogénique et quelle est dépourvue de
marqueurs d’endocytose qui feraient de la vacuole parasitophore une cible pour la destruction
lysosomale. Le modele proposé est que RON2, par son domaine transmembranaire, fixe la
JM a la membrane de la cellule-hote, alors qu’AMAL1 assure I’ancrage de la JM au parasite.
Les partenaires solubles de la JM (RONS, 5 et 4) seraient attachés par RON2 a la face interne
de la membrane de la cellule-hdte et seraient impliqués dans la consolidation de la liaison ou
bien dans le tamisage moléculaire (Figure 8) (Straub et al., 2009). RONS, au sein de la JM,
est localisée du coté de la face cytoplasmique de la membrane de la cellule-hote. Elle pourrait

de ce fait interagir avec des composants intracellulaires comme le cytosquelette par exemple.
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Figure 8. Modé¢lisation de la jonction mobile. AMA1 et RON2 serviraient de points d'ancrage pour la
jonction entre le parasite et la membrane de la cellule-hote respectivement. RON4, RONS, RONS sont
attachés a la face cytoplasmique de la membrane plasmique par RON2 ou ils sont positionnés pour
effectuer d'autres points d’ancrage au cytosquelette de I’hote (Straub et al., 2009).

La toxofiline, une actin-binding protein (ABP) retrouvée dans les rhoptries, interagit
¢galement avec le cytosquelette d’actine de la cellule-hote (Poupel et al., 2000). Au fur et a
mesure que 1’invasion progresse, la jonction mobile migre vers ’extrémité postérieure du
parasite formant les contours de la vacuole parasitophore naissante et excluant de cette

membrane plusieurs protéines hote et parasitaires.
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Figure 9 : Invasion de la cellule-hdte par 7. gondii (d’apres Alexander et al., 2005). (1) Lors du
contact avec la membrane de la cellule-hote, les protéines des micronémes (en vert) et du cou des
rhoptries (en rouge) sont sécrétées en surface du parasite, permettant (2) 1’association serrée et la
réorientation du parasite. (3) Le contenu du bulbe des rhoptries (en gris) est alors sécrété a son tour :
des vésicules sont libérées dans le cytoplasme de la cellule-héte, prélude a la formation de la vacuole.
(4) Le parasite se propulse dans la cellule-hdte, formant la vacuole parasitophore par invagination de
la membrane plasmique. (5) Lorsque le parasite est complétement rentré dans la vacuole, (6) celle-ci
se referme en relachant le complexe de jonction mobile.
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La formation de la vacuole parasitophore est un phénoméne qui se déroule en deux temps.
Dans un premier temps, elle se forme lors de la pénétration du parasite puis, dans un
deuxieme temps elle sera modifiée par I’intégration des evacuoles. En effet, ’invasion de la
cellule-hdte est couplée a la décharge rapide des rhoptries. Le contenu des rhoptries est
relargué dans des vésicules dans le cytoplasme (evacuoles) de la cellule-hote et dans la
vacuole parasitophore. Les evacuoles ont une morphologie multi-lamellaire probablement
riche en lipides provenant des rhoptries elles-mémes. Elles migrent dans le cytoplasme de la
cellule-héte par un processus dépendant des microtubules de la cellule. Elles vons fusionner
avec la vacuole parasitophore ce qui permet non seulement de modifier la structure de cette
vacuole en y incluant des protéines de rhoptrie, mais également de lui donner sa capacité
unique a recruter les organelles de la cellule-hdte et a éviter I’endocytose. Ce modele dans
lequel la vacuole parasitophore se formerait en deux étapes permet d’expliquer 1’extension
considérable de la membrane de la vacuole parasitophore durant les 30 a 60 minutes qui

suivent sa formation (Hakansson et al., 2001).

La sortie du parasite de la cellule-hoéte : elle nécessite la rupture de plusieurs barrieres comme

la membrane de la vacuole parasitophore, les organelles, le cytosquelette et la membrane
plasmique de la cellule-hdte (Figure 10). Idéalement, le parasite synchronise la rupture de ces
barrieres avec la fin de son cycle réplicatif pour étre tout a fait prét a infecter une cellule
voisine. C’est un phénoméne actif. Les auteurs ont établi un role du flux d’ions K' et Ca™

dans la motilité des parasites et leur sortie (Lavine et Arrizabalaga, 2007).

Figure 10 : Sortie du parasite. (1) Transmission d’un signal d’égression. (2) Sécrétion des protéines de
micronémes et activation du systéme de motilité (lignes bleues sous la membrane du tachyzoite). (3)
Perturbations de la vacuole parasitophore. (4) Perturbations du cytosquelette de la cellule-hote et de la
membrane plasmique. (5) Sortie active de la cellule-hote (Roiko et al., 2009).
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La deuxieéme étape est représentée par la formation de pores dans la membrane de la vacuole
parasitophore. 7. gondii sécréte une « pore forming protein », TgPLPI1, cruciale pour
I’égression rapide du parasite. Les pores formés par TgPLP1 permettent également 1’égression
de protéases (Cathepsin C-like protéases, Subtilisine TgSUB1, métalloprotéases) et de lipases
de la vacuole parasitophore vers le cytosol qui pourront perturber I’organisation structurelle
du cytosquelette et de la membrane plasmique de la cellule-hote (Roiko et al., 2009). Une
protéase calcium-dépendante de 1’hote, la calpaine-1, est également requise pour 1’égression

du parasite (désorganisation du cytosquelette).

L.5. Cycle parasitaire

Le cycle évolutif comprend une phase de multiplication sexuée qui a lieu chez le chat et une

phase de multiplication asexuée qui a lieu chez les vertébrés a sang chaud (Figure 11).

Le cycle sexué a lieu chez I’hote définitif (principalement le chat) qui se contamine par
ingestion de kystes contenus dans leur proie ou par I’intermédiaire d’oocystes matures
souillant I’eau et les végétaux. Dans les cellules épithéliales intestinales de 1’hote, les formes
asexuées se transforment en gamétocytes males et femelles. La fécondation conduit a la
formation d’oocystes non sporulés, non infectieux excrétés dans les féces des félidés. Dans le
milieu extérieur, ces oocystes deviennent infectieux en 1 a 5 jours aprés sporogonie qui
permet la formation des sporozoites. Les oocystes émis sont hautement infectieux et

extrémement stables dans I’environnement.

Le cycle asexué peut se dérouler théoriquement dans tous les animaux a sang chaud allant du
poulet, aux otaries et a ’'Homme. Apres ingestion des oocystes, leur paroi se rompt dans
l'intestin ; les sporozoites libérés pénétrent dans les cellules épithéliales intestinales, se
transforment en tachyzoites qui se disséminent rapidement dans 1’organisme. Les parasites
s'enkystent dans les tissus, sources de contamination de 1’hote définitif. Aprés une phase de
multiplication active du parasite sous forme de tachyzoites, ces hotes hébergeront a leur tour

des kystes toxoplasmiques quiescents (Rapport AFSSA, 2005).
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Hote définitif :

Chat et autres félidés

Oocystes non

sporulés
Kystes dans = r Eau, terre
Tachyzoites la viande végétaux
placenta
Qocystes dans 2-3 jours

au, sol, légume Oocystes sporulés

Hote
- intermédiaire _/
Infection feetale —

Figure 11 : Cycle parasitaire de 7. gondii (d’aprés Dubey et al., 1998)

La contamination des hotes intermédiaires, dont I’homme, peut se faire :

- a partir des oocystes disséminés dans I’environnement : consommation de végétaux souillés
par les oocystes, contamination possible d’origine hydrique ou tellurique. L’ apparition de
toxoplasmoses aigiies dues a des expositions a des sources d’eau contaminées ces derniéres
années font de 7. gondii un agent pathogéne transmis par I’eau a ne pas négliger. C’est le cas
au Canada, ou une étude de 1995 montrait que 100 personnes avaient été contaminées par 7.
gondii par I’eau souillée par des félidés infectés (Bowie et al., 1997).

- a partir des kystes tissulaires présents chez les hotes intermédiaires : consommation de
viande infectée d’animaux de rente ou de gibier (mammiféres et oiseaux).

- possibilité d’une transmission congénitale par passage transplacentaire des tachyzoites lors
d’une phase de parasitémie maternelle.

- transmission plus exceptionnelle par greffon lors de transplantation ou par inoculation

accidentelle.
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II. La toxoplasmose

II.1. Epidémiologie

La toxoplasmose est une anthropozoonose cosmopolite constituant un probléme de santé
humaine et vétérinaire.
La prévalence de la toxoplasmose dans la population humaine varie d’un pays a 1’autre, en
fonction des habitudes alimentaires ou des conditions d’hygiéne par exemple. En France, la
séroprévalence de la toxoplasmose chez ’adulte est élevée et atteint 50 a 70% (Rapport
AFSSA, 2005) (Figure 12).
Le risque épidémique pour la toxoplasmose semble faible mais il n’est pas nul ; le risque
endémique est par contre élevé si I’on se réfere a la séroprévalence de la toxoplasmose dans la

population francaise.

Seroprévalence de la toxoplasmose
selon le département d'habitation, France, 1985

FRN S

Figure 12 : Prévalence de la toxoplasmose en France (Rapport AFSSA, 2005).

L’une des explications des différences de prévalence observées en France et dans plusieurs
pays d’Europe de 1’Ouest et du Sud comparativement a d’autres pays voisins et de niveaux
d’hygiéne comparables, comme 1’ Angleterre (prévalence 10-15%) serait, dans les pays a forte
prévalence, I’habitude de consommer certaines viandes peu cuites. Cependant, on ne peut
exclure d’autres facteurs épidémiologiques encore mal connus intervenant dans la circulation

des parasites.
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II. 2. Manifestations physiopathologiques

Habituellement bénigne chez 1’étre humain, elle est asymptomatique dans 90% des cas
d’infection aigu€ (Montoya et Liesenfeld., 2004). Trois situations cliniques sont a distinguer :
la toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent, la toxoplasmose de I’immunodéprimé, la

toxoplasmose congénitale.

I1.2.1. La toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent

Généralement asymptomatique ou bénigne, elle peut parfois se traduire par un syndrome
pseudo-grippal accompagné ou non d’adénopathies (Montoya and Liesenfeld, 2004). Lors de
la phase aigué, la dissémination parasitaire est restreinte par la réponse immunitaire de [’hdte.
La primoinfection évolue ensuite spontanément vers une phase chronique asymptomatique.
Cela conduit a I’enkystement des parasites dans certains organes comme le cerveau ou les
muscles, ou la pression immunitaire est plus faible. Les kystes persistent toute la vie en

I’absence de déficit immunitaire.

Cependant, compte tenu du neurotropisme de ce parasite, de sa séroprévalence relativement
¢levée et de sa capacité a induire des comportements autodestructeurs chez les rongeurs, des
auteurs ont émis I’hypothése d’un effet du parasite sur les performances cognitives de
I’homme. Chez les rongeurs, des études montrent que le parasite induit une diminution de la
mémoire et de I’apprentissage, des phobies et altere les mécanismes naturels de défenses vis-
a-vis des prédateurs (Webster, 2007, Berdoy et al., 2000). Chez ’homme, I’infection pourrait
étre un facteur favorisant le développement de troubles du comportement comme la
schizophrénie (Mortensen et al., 2007, Yolken et al., 2009). L’infection pourrait également
entrainer des troubles de la personnalité et une augmentation des risques d’accidents de
voiture dus a un temps de réaction retardé¢ (Holliman, 1997, Flegr, 2007, Torrey et Yolken
2003). Miman et al., (1997) ont étudié la possible implication de I’infection par 7. gondii dans
la maladie de Parkinson, pathologie neuro-dégénérative. Ils ont rapporté un fort pourcentage
de patients présentant des anticorps IgG anti-Toxoplasma gondii chez les patients atteints de
Parkinson par rapport au groupe contréle non atteint (42,3% contre 22,5 %). Une étude
récente relie méme le titre d’anticorps anti-7oxoplasma gondii et la tentative de suicide chez
des patients avec des troubles de I’humeur récurrents (Arling et al ., 2009, Kar et Misra,
2004). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que lors d’une infection par 7. gondii, la réponse

immunitaire de I’hdote induit une activation de I’IDO (indoleamine 2,3-dioxygénase) pour
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dégrader le tryptophane, acide aminé nécessaire a la croissance du parasite. L activation de
I’IDO est également connue pour causer des troubles de I’humeur, cognitifs et

comportementaux (Dantzer et al., 2008).

Lorsqu’elle est sévere, la toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent peut prendre la

forme :

- d’une toxoplasmose ganglionnaire : c’est la forme clinique la plus fréquente (15 a 20%
des cas), elle est caractérisée par la présence d’adénopathies.

- d’atteintes oculaires : qui peuvent étre contemporaines ou retardées de plusieurs
années par rapport a la date d’infection (réactivation locale de kystes résiduels).

- d’atteintes multiviscérales.

11.2.2. La toxoplasmose de ’'immunodéprimé

Elle touche les sujets présentant une immunodépression (VIH, allogreffe de moelle osseuse,
greffe d’organe, chimiothérapie ou traitements immunosuppresseurs). Elle résulte d’une
primoinfection ou d’une réactivation de kystes présents chez un sujet antérieurement infecté.
Cette réactivation correspond a une conversion de la forme quiescente, kystes, a la forme
proliférative ou le parasite se multiplie et dissémine dans tout 1’organisme. Dans le cas de
transplantations d’organes, la réactivation peut se faire a partir du greffon si celui-ci est

infecté (facilité par le traitement immunosuppresseur mis en place pour éviter les rejets).

L’atteinte cérébrale est de loin la plus fréquente (encéphalite toxoplasmique) et représente la
deuxiéme infection opportuniste aprés la pneumocystose pulmonaire. Chez les patients
immunodéprimés, la localisation oculaire est la deuxiéme, par sa fréquence, apres la
toxoplasmose cérébrale, a laquelle elle est associée dans 10 a 20% des cas. On peut observer
des choriorétinites souvent associées a une uvéite antérieure. La localisation pulmonaire est

peu fréquente mais d’une extréme gravité.
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11.2.3. La toxoplasmose congénitale

Elle résulte d’une primoinfection toxoplasmique acquise par la mere au cours de la grossesse.
Chez la mere, I’infection aigué€ pourra étre contrélée par le systéme immunitaire. Par contre,
chez le feetus, le systéme immunitaire immature I’empéche de réagir contre le parasite. Elle a
lieu par passage transplacentaire. Il n’y a pas de transmission chez la femme immunisée par
une infection antérieure a la grossesse car la réponse immunitaire présente est protectrice et
contrdle la dissémination parasitaire. La probabilité de transmission du parasite au feetus et la
gravit¢ de D’atteinte feetale évoluent inversement au cours de la grossesse (Montoya and
Liesenfeld., 2004). La Figure 13 illustre le risque de transmission materno-feetale et la gravité

de I’atteinte de I’enfant en fonction de la période de primo-infection de la mere.

Gravité

61% 1°" trimestre

Lésions cérébrales

mort in utero

2" trimestre

7]

Attejntes viscdrales

Chorlorédtinite
3°™° trimestre

Transmission congénitale

Figure 13 : Risque de transmission materno-feetale et gravité de I’atteinte de 1’enfant en fonction de la
période de primo-infection de la mére

En début de grossesse, le risque de transmission est inférieur a 10 % mais ’atteinte feetale est
sévere, se traduisant par la mort in utero du feetus ou par des I€sions cérébrales graves avec
déces a la naissance ou retard psychomoteur majeur. Au deuxiéme trimestre, le risque cumulé
de toxoplasmose congénitale séveére est maximum, avec une prédominance de formes

viscérales aigués d’évolution souvent fatale a la naissance. Au troisiéme trimestre, le risque de
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transmission dépasse 60% et atteint 80% en fin de grossesse. A ce stade, un retard de
développement reste possible mais les Iésions sont le plus souvent infracliniques. Une
choriorétinite dont la conséquence majeure est la cécité, peut apparaitre tardivement a la
puberté. La choriorétinite toxoplasmique se traduit par une inflammation et une
désorganisation de la structure de la rétine et de la choroide, responsables de la perte de la

vision (Nussenblatt et al., 1994).

Les formes congénitales touchent chaque année environ 0,1% des nouveau-nés contaminés
en cours de grossesse. Si les mesures de prévention de la toxoplasmose congénitale sont
efficaces, elles n’empéchent pas la contamination de 4000 femmes enceintes et les 600 cas de

toxoplasmoses congénitales par an en France.

Depuis 1992, la France a rendu obligatoire le suivi sérologique mensuel des femmes
enceintes non immunisées contre la toxoplasmose. Cette disposition permet la détection des
séroconversions maternelles. De plus, les enfants contaminés bénéficient d’un traitement et

d’un suivi permettant le dépistage des séquelles tardives de la maladie.

I1.2.4. La toxoplasmose oculaire

C’est une infection redoutable car potentiellement cécitante. Les lésions sont dues a la
présence dans le tissu rétinien du parasite ainsi qu’a la réponse immunitaire de I’hote. La
choriorétinite toxoplasmique est le plus souvent le résultat d’une réactivation kystique locale,
au niveau de la rétine, que ces kystes proviennent d’une toxoplasmose congénitale (cas le plus
fréquent) ou d’une toxoplasmose acquise. On retrouve des zones de nécrose entourées d’une
réaction inflammatoire intense. Elle peut aussi se manifester par une uvéite antérieure ou

panuvéite (Figure 14).

Figure 14 : Choriorétinite consécutive a une toxoplasmose congénitale (Collection F. Peyron,
Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Lyon)
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11.2.5. Problémes vétérinaires

On peut ajouter que sur le plan de I’industrie agricole, la prévalence est également élevée de
manicre générale (supérieure a 50% en France pour le bétail). Le taux ¢levé d’avortements
spontanés liés a la toxoplasmose dans les ¢€levages ovins et caprins a des conséquences
économiques importantes (Buxton, 1998).

T. gondii est une cause majeure de mortalité chez les otaries en Californie et contribue au
faible renouvellement des populations. L’infection et les dommages cérébraux qu’elle
occasionne sont directement corrélés a une augmentation de la mortalité¢ due aux attaques de
requins. En effet, elles seraient moins capables d’éviter les attaques, plus enclines a nager hors
des zones protégées ou a attirer les requins par des mouvements anormaux. La contamination
se ferait par I’ingestion d’oocystes résistants portés par les feces des félins et transportés dans
I’écosystéme marin ou ils peuvent étre filtrés par les coquillages comme les moules, les
huitres ou les palourdes (qui servent de nourriture aux otaries). Dans 40% des cas, la souche
isolée est une souche de type II et dans 60% des cas il s’agit d’une souche nommée souche de

type X (Conrad et al., 2005).

I1.3. Traitements et prophylaxie

Il existe un nombre limit¢é de médicaments regroupés en deux grandes familles: les
inhibiteurs de la synthése de 1’acide folique et les macrolides (Derouin, 2001). Ces
médicaments ne sont actifs que sur les tachyzoites et non sur les kystes.
Des résistances a certaines drogues ont ¢té décrites pour certaines molécules (Baatz et al.,
2006, Aspinall et al., 2002).

Un traitement n’est justifi¢ que dans la toxoplasmose congénitale et dans les formes graves de
toxoplasmose survenant chez les malades immunodéprimés ou consécutives a une infection
par une souche tres virulente. Ces traitements sont basés sur I’action de certains antibiotiques
tels que la spiramycine, macrolide dont I’activit¢ sur le ribosome est avant tout
parasitostatique; la pyriméthamine, inhibiteur de la synthése de 1’acide folique agissant sur la
dihydrofolate réductase parasitaire (biosynthése des nucléoprotéines) ou encore la
sulfadiazine inhibant la déhydroptéroate synthétase, enzyme essentielle dans la synthése des
folates. Parmi les différentes associations d’antibiotiques, seules les associations entre

pyriméthamine et sulfadiazine ont fait la preuve d’une grande efficacité sur 7. gondii. Cette
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efficacité est liée au fait que ces 2 médicaments agissent en cascade sur la voie de synthése
des folates, produisant un effet synergique et permettant ainsi de potentialiser 1’effet anti-
parasitaire.

Il n’existe a I’heure actuelle aucun vaccin pour I’homme. Un vaccin basé sur I’infection par
une forme atténuée du parasite, incapable de former des formes kystiques, est utilisé pour
lutter contre la toxoplasmose congénitale chez le mouton (Buxton et Innes, 1995). Mais
I’utilisation de parasites vivants chez I’homme est délicate étant donné les risques de

réactivation.

Prévention

En France, les recommandations hygi¢no-diététiques de prévention sont les suivantes :

- Hygiéne alimentaire : manger la viande bien cuite, ne pas manger de charcuterie crue,
fumée ou salée, ne pas consommer de lait non pasteurisé, laver abondamment les fruits
et les légumes destinés a €tre mangés crus, laver soigneusement les ustensiles de
cuisine ainsi que les plans de travail.

- Hygiéne corporelle : se laver les mains avec de I’eau et du savon avant les repas, avant
de se toucher la bouche ou les yeux et aprés avoir manipulé de la viande crue, de la
terre, de la litiere pour chat.

- Précautions vis a vis des chats : éviter de s’occuper de la litiere du chat soi-méme ou
porter des gants pour le faire, éviter tout contact avec du matériel qui a pu étre en
contact avec les maticres fécales d’un chat, ne pas adopter de chats errants.

- Précautions concernant le mode de vie et les activités : éviter les voyages dans des
zones de transmission importante, éviter le contact avec les endroits potentiellement
contamingés par les excréments de chats (bacs a sable...), porter des gants pour jardiner

et se laver les mains apres.
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B - Communication entre le parasite et la cellule-hote

Les pathogénes intracellulaires tels que les virus, les bactéries ou les parasites sont capables
de perturber toutes les grandes fonctions cellulaires de leurs hotes. Les processus hotes ciblés
comprennent la synthése protéique, le trafic membranaire, la modulation de 1'expression

génique, la présentation antigénique et l'apoptose.

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire capable d’infecter toutes les
cellules nucléées. Au cours de l'invasion des cellules, Toxoplasma crée un compartiment
subcellulaire appelé vacuole parasitophore qui agit comme une interface entre le parasite et le
cytoplasme de 1’hote et dans de nombreux cas, sert de plate-forme pour la modulation de
voies de signalisation de la cellule-hote. De nouvelles données révelent aussi que 7. gondii
manipule les voies de signalisation de la cellule-hote par le relarguage de kinases et de
phosphatases parasitaires dont au moins deux s'infiltrent dans le noyau héte.

Le parasite contrdle plusieurs voies de signalisation cellulaires pour créer un environnement
anti-apoptotique et contourner la réponse immunitaire, remodele le cytosquelette autour de la
vacuole parasitophore pour favoriser I’acquisition de nutriements.

T. gondii est capable de manipuler le génome ainsi que le protéome de la cellule-h6te (Nelson
et al., 2008). Zeiner et al., (2010), ont émis I’hypothése que certains de ces changements
observés dans 1’expression des genes seraient dus a une altération des niveaux de miRNA de
I’hote par 7. gondii. Pour mieux comprendre ces changements, des DNA-microarrays ont été
effectués pour analyser les modifications d’expressions des geénes de la cellule-héte durant
I’infection (Blader et al/., 2001). Les changements observés surviennent en deux vagues
distinctes, la premiere, qui survient 2 heures aprés 1’infection concerne de nombreux geénes
intervenant dans la réponse pro-inflammatoire ainsi que des génes codant pour des facteurs de
transcription activés généralement en réponse au stress (EGR1, EGR2). L’activation de ces
genes pourrait permettre a la cellule-hote de résister au stress causé par I’infection. Il est a
noter que cette réponse n’est pas une réponse communément retrouvée lors de toute infection
car ces geénes ne sont pas modulés lors d’une infection par Trypanosoma cruzi (Vaena De

Avalos et al., 2002) ou Neospora caninum par exemple (Phelps et al., 2008). Ces résultats
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suggerent que ’activation parasitaire de ces facteurs de transcription serait initiée par une
molécule dérivée du parasite lui-méme. La deuxiéme vague inclut des génes qui codent pour
des protéines impliquées dans divers processus cellulaires. Certains geénes impliqués dans le
métabolisme du glucose, du mévalonate et du fer se trouvent up-régulés lors de I’infection
(Blader et al., 2001). De plus ces geénes sont impliqués dans des voies de signalisation
conduisant a la synthése de nutriments pour lesquels le parasite est auxotrophe. L’up-
régulation de ces génes est donc nécessaire pour augmenter I’apport de nutriments nécessaires

au parasite.

I. La membrane de la vacuole parasitophore : organelle unique et
dynamique

A T’interface entre le parasite et le cytoplasme de la cellule-hote, la membrane de la vacuole
parasitophore (MVP) est le si¢ge de la plupart des interactions hote-parasite observées. En
effet, elle a un impact profond sur la réorganisation du cytosquelette de la cellule-héte autour
de la vacuole parasitophore (VP). De plus elle est impliquée dans le recrutement des
mitochondries et du réticulum endoplasmique de la cellule-hote, dans [’acquisition de
nutriments pour lesquels Toxoplasma est auxotrophe (a travers des pores ou en séquestrant les
lysosomes). Enfin, elle apparait comme une plateforme impliquée dans la manipulation des
voies de signalisation de la cellule-hote (comme NF-xB par exemple) et dans la signalisation
parasitaire (phosphorylation de protéines de rhoptries comme ROP4 dans la MVP) (tableau2).
Récemment, des analyses en protéomique ont mis en évidence des activités ubiquitine ligase
dans la MVP (Martin et al., 2007). Cette enzyme catalyse I’attachement de groupements
ubiquitine aux protéines cibles ce qui a pour effet d’induire leur dégradation via le
protéasome. La présence d’une telle activité a la MVP suggére la capacité du parasite a
moduler le niveau de protéines de la cellule-hote. Par exemple, le blocage de 1’apoptose dans
les cellules infectées pourrait étre li¢ a I’élimination de facteurs pro-apoptotiques par une telle

enzyme parasitaire.
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Tableau 2. Activités de la membrane de la vacuole parasitophore de 7. gondii (d’aprés Martin et al.,
2007).

Activités :

Structurales

Réorganisation des filaments intermédiaires de Vimentine autour de la MVP
Réarrangement des microtubules de la cellule-hote autour de la MVP
Recrutement du MTOC ( Microtubular Organization Center) a la MVP
Extensions de la MVP : projections membranaires filiformes contenant plusieurs protéines
GRA, émanant de la MVP et s’étendant le long des microtubules
Recrutement et association de haute affinité des mitochondries de la cellule-hote et de la MVP
(médiée par ROP2)
Recrutement et association de haute affinité du RE de la cellule-héte et de la MVP

Acquisition des nutriments
Nutriments solubles (nucléotides, acides aminés, sucres)
Les pores de la MVP permettent 1'accés bidirectionnel libre dans le cytoplasme de la cellule-hote
pour des molécules <1300 Da. Cela inclut les nucléotides, les acides aminés et les sucres
simples
Capture des lipides
Association de la MVP et des mitochondries : acquisition de I’acide lipoique de la mitochondrie
de la cellule-hote
Association de la MVP et du Réticulum endoplasmique (RE) : le RE pourrait étre une source
potentielle de phospholipides et de stérols pour le parasite
Détournement du LDL-cholestérol de I’hote en utilisant un mécanisme dépendant des
microtubules. GRA7 et d'autres protéines GRA pourraient jouer un role dans de détournement
de cette voie

Manipulation de voies de signalisation
La kinase parasitaire TgIKK située a la MVP joue un role dans la modulation temporelle de
l'activation NF-kB
ROP4, une protéine de rhoptrie membre de la famille ROP2, est phosphorylée par une kinase
parasitaire ou de I’hote dans les cellules infectées
ROP2 et d’autres membres de la famille ROP2 sont localisés a la MVP et certaines possédent
une activité kinase. Les substrats potentiels de ces kinases ne sont pas connus a I’heure actuelle
Des études menées en protéomique suggerent que plusieurs kinases, ou phosphatases seraient
localisées dans la MVP ou elles pourraient interagir avec des voies de signalisation a la fois
parasitaire et de I’hote.

II. Acquisition des nutriments

L’incapacité du parasite a proliférer in vitro en I’absence d’une cellule-hote suggére qu’en

plus de lui assurer une protection contre les agressions du systéme immunitaire, son
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développement exclusivement intracellulaire lui permet d’obtenir des facteurs essentiels
impossibles a obtenir dans le milieu extérieur. En effet, pour survivre et assurer sa
prolifération, 7. gondii doit acquérir des nutriments provenant de la cellule qu’il infecte. Le
parasite est auxotrophe pour le tryptophane (Pfefferkorn, 1984), I’arginine (Fox et al., 2004),
les polyamines (Seabra et al., 2004), les purines (Chaudhary et al, 2004), le cholestérol
(Coppens et al., 2000), le fer (Gail et al., 2004 et Dimier et al., 1998) et d’autres lipides
(Charron et al., 2002).

Bien que le fait de s’entourer d’une vacuole parasitophore protége le parasite de
I’acidification entrainée par le fusion avec des vésicules d’endocytose, cela le prive d’une
abondante source de nutriments que représente la cellule-hote. 7. gondii acquiert les petites
molécules a travers des pores dans la MVP qui permettent le passage de petits métabolites
solubles (< 1300-1900 Da) comme le glucose, le fer, les acides aminés ou les nucléotides
(Schwab et al., 1994) (Figure 15).

ROP14, une protéine de rhoptries, posséde de nombreux domaines transmembranaires
habituellement retrouvés chez les protéines ayant des fonctions dans le transport. C’est
pourquoi, ROP14 pourrait étre impliquée dans la formation des pores associée a la diffusion
de petites molécules dans la VP (El Hajj et al., 2006). De la méme facon les déchets
cataboliques générés par le parasite sont probablement éliminés par cette voie dans le cytosol

de la cellule-hote.

Figure 15 : Schéma d’acquisition potentielle des nutriments intracellulaires par 7. gondii. Le parasite
(Tg) réside dans une cellule hote nucléée, entouré d'une vacuole parasitophore (PVM). Les pores non
spécifiques (1) présents dans la PVM permettront I'échange rapide de petites molécules <1300-1900
Da (substrat S) entre le cytoplasme de la cellule-hote et la vacuole parasitophore (PV). En entrant dans
la PV, S peuvent étre directement récupérés par le parasite (2) ou modifiés en S 'soit par des protéines
parasitaires sécrétées dans la PV (3) soit par des enzymes présentes sur la membrane plasmique
parasitaire (4) avant d'étre acheminés a travers la membrane plasmique du parasite (5) (Schwab et a/
1994).
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Dziadek et al., (2007) ont observé que lors de I’infection par 7. gondii, les protéines de la
MVP, ROP2 et ROP4 ¢étaient des ligands pour la lactoferrine saturée en fer de 1’hote et donc

participaient a 1’acquisition du fer par le parasite.

Cependant, certains métabolites sont retrouvés en faible quantité dans le cytoplasme, sont liés
a de grosses protéines, ou sont insolubles et donc incapables d’étre acquis par diffusion. La
multiplication parasitaire rapide a lintérieur de la cellule-hdte doit coincider avec la
biogeneése de membranes parasitaires et 1’¢largissement concomitant de la MVP ce qui
requiert des quantités de lipides importantes. 7. gondii a la capacit¢ de synthétiser les
phospholipides, mais il est également capable, aisément, de récupérer les précurseurs de ces
lipides dans I’environnement pour ¢laborer des lipides plus complexes (Charron et Sibley,
2002; Gupta et al., 2005). T. gondii détourne le LDL cholestérol qui transit par les lysosomes
vers la VP en réorganisant les microtubules de la cellule-hote (Coppens et al., 2006).
L’association entre la MVP et la mitochondrie et la MVP et le réticulum endoplasmique de la
cellule-hote pourrait représenter une zone d’échanges privilégiée de lipides entre le parasite et
I’hote. Les parasites déficients pour ROP2, protéine impliquée dans la rétention des
mitochondries a la MVP, voient leur capacité a acquérir les lipides du cytosol de la cellule-

hote restreinte et finalement leur prolifération arrétée (Nakaar et al., 2003).

Crawford et al,(2006) ont mis en évidence un déficit métabolique inattendu. Chez les
eucaryotes, la production d’acide lipoique, un des cofacteurs essentiels de deux enzymes
intervenant dans le cycle de Krebs, la pyruvate déshydrogénase et la 2-oxoglutarate
déshydrogénase, a lieu dans la mitochondrie. Au cours de 1’évolution, la mitochondrie du
parasite a perdu les génes codant pour les enzymes responsables de cette production et celle-ci
est assurée uniquement par 1’apicoplaste. Malgré la synthése de novo d’acide lipoique dans
I’apicoplaste (Thomsen-Zieger et al., 2003), ce cofacteur n’est pas exocyté hors de
I’apicoplaste. 7. gondii obtient 1’acide lipoique de la cellule-hote probablement par le contact
étroit qui s’effectue entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique de I’hote et la
vacuole parasitophore (Crawford et al 2006). Les folates et les acides gras peuvent étre acquis
de la cellule-hote ou synthétisé de novo par Toxoplasma (Charron et al., 2002, Massimine et
al., 2005). Ces exemples d’une exigence a la fois de synthése parasitaire mais aussi
d’acquisition a partir de la cellule-hote, montrent que la présence dans le génome du parasite

des genes de biosynthése de nutriments essentiels ne veut pas forcement dire que Toxoplasma
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est prototrophe pour ces métabolites (Laliberté et al., 2008).

Un autre ¢élément important a prendre en compte est que I’hote doit s’assurer d’avoir
suffisamment de nutriments non seulement pour faire face aux besoins du parasite mais
¢galement pour lui-méme. Les études menées par microarrays montrent une augmentation des
geénes codant pour des enzymes glycolytiques et mévaloniques ainsi que pour le récepteur de
la transferrine (Blader et al., 2001 ). Ces geénes codent pour des protéines indispensables pour
satisfaire les besoins nutritionnels du parasite mais permettraient aussi de moduler la quantité

de nutriments présents dans les cellules infectées.

III. Manipulation du cytosquelette et des organelles de la cellule-hote

III.1. Recrutement des mitochondries et du réticulum endoplasmique de la
cellule-hote

La membrane de la vacuole parasitophore forme des associations intimes avec les

mitochondries et le réticulum endoplasmique de la cellule-hote. Aprés 4 heures d’infection,

75% de la surface de la MVP est associée a ces organelles (Figure 16) (Sinai et al., 1997).

Figure 16 : Association du réticulum endoplasmique (ER) et des mitochondries (M) de la cellule-hote
avec la VP de T. gondii (Sinai et al 1997).

Cette association est dépendante de I’entrée active du parasite et, une fois instaurée, la
viabilité des parasites n’est plus requise pour maintenir cette association. L’association de la
MVP aux mitochondries est stable pendant les 20 premicres heures de l’infection. Les
mitochondries sont déformées et étirées le long de la MVP et il n’y a pas d’association de
nouvelles mitochondries a la MVP avec son élargissement. Le pourcentage de surface de la
MVP occupé par le réticulum endoplasmique diminue aprés 20 heures d’infection. Ceci

suggere qu’il n’est pas aussi déformable que les mitochondries, ou que I’association est moins
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stable. L’ association de la MVP aux mitochondries n’impliquerait pas les microtubules de la
cellule-héte, il s’agirait d’une localisation de la vacuole dans la région péri-nucléaire ou se
localisent les mitochondries. La proximité des ces organelles avec la MVP est compatible
avec une interaction protéine-protéine (Sinai et al., 1997).

La protéine de rhoptries ROP2 est localisée dans la membrane de la vacuole parasitophore et
sa partie NH2-terminale, exposée dans le cytoplasme de la cellule-hote, pourrait étre
responsable de I’interaction MVP-mitochondries (Beckers et al., 1994, Sinai ef al., 2001). La
séquence protéique de ROP2 ressemble a un signal d’importation mitochondrial. Elle est
partiellement transloquée dans la membrane externe de la mitochondrie et se comporte
comme une protéine intégrante de la membrane (Sinai et al., 2001). Dans les cellules
infectées avec des parasites déficients en ROP2, on observe un moindre recrutement des
mitochondries a la MVP, une acquisition réduite des stérols, une diminution de 1’invasion et
de la division parasitaire, une atténuation de la virulence chez les souris et des perturbations

dans la formation des rhoptries (Nakaar et al., 2003) (Figure 17).

g
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Figure 17 : Association des mitochondries et de la vacuole parasitophore (d’aprés El Hajj et al., 2007)

Bien que les mécanismes de recrutement du réticulum endoplasmique ne soient pas bien
connus, une étude récente montre que GRA3 et GRAS y participeraient de par leur faculté a
se lier aux protéines CAMLG (Calcium Modulating Ligand), qui sont des protéines de
membrane du réticulum endoplasmique (Ahn et al., 2006, Kim et al., 2008). De plus, GRA3
et 5 sont toutes les deux ancrées dans la MVP par leur domaine transmembranaire et sont

exposées au cytoplasme de la cellule-hote (Figure 18).
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Figure 18 : Orientation schématique de GRA3 dans la PVM et des CAMLG dans le réticulum
endoplasmique (ER) et interaction supposée entre les deux. (A) Interaction des domaines N-terminaux
de GRA3 et CAMLG, les deux se faisant face dans le cytoplasme et (B) Interactions du domaine C-
terminal de GRA3 avec la membrane du RE (Kim ef al., 2008).

L’association du réticulum endoplasmique a la MVP serait impliquée, entre autres, dans
I’acquisition de nutriments et/ou dans la biogene¢se de cette membrane. Goldszmid et al
(2009) ont montré que I’interconnexion du réticulum et de la MVP forme une jonction par
laquelle les antigénes parasitaires seraient sécrétés dans le réticulum endoplasmique-hdte pour

étre transformés et associés au CMH de classe 1.

L’association de la mitochondrie a la MVP pourrait étre une source de phospholipides. Ces
phospholipides pourraient étre intégrés a la MVP pour assurer 1’extension de la VP durant le
processus de division parasitaire. Bien que 7. gondii soit capable de synthétiser certains
phospholipides, il doit acquérir la choline et la sérine de la cellule-hote pour assurer la
synthése de phosphatidylsérine et phosphatidylcholine nécessaires a sa réplication. La
production de choline dans la cellule-hdte augmente en réponse a I’invasion et a la réplication
parasitaire (Gupta et al., 2005). Bien que le parasite synthétise 1’acide lipoique dans
I’apicoplaste, 1’utilisation de ce lipide requiert son acquisition dans la cellule-hote. Comme la
plus grande partie de I’acide lipoique de 1’hote est mitochondrial, cela pourrait en partie

expliquer I’ancrage de la mitochondrie a la MVP.
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I11.2. Réorganisation du cytosquelette et capture des lysosomes

L’infection par Toxoplasma entraine une réorganisation des microtubules de la cellule-hote
autour de la vacuole parasitophore (Coppens et al., 2006, Halonen et al., 1994). Cette
association joue un role dans le positionnement de la vacuole a proximité du noyau de la
cellule-héte. De plus, les microtubules sont capables de générer des forces mécaniques
susceptibles de déformer les membranes phospholipidiques ; ainsi la polymérisation des
microtubules pourrait induire des invaginations de la MVP. Le MTOC (Microtubular
Organization Center) est également recruté du noyau a la MVP : il s’agit du centre cellulaire
organisateur des microtubules a partir duquel les microtubules polymérisent et qui représente
le point de ralliement des microtubules, lui forgeant alors un réle primordial dans le trafic

intracellulaire..
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Figure 19 : Manipulation du cytosquelette et des organelles de la cellule-hote. Toxoplasma recrute le
RE et les mitochondries de la cellule-hdte. Les filaments de vimentine entourent la PV pour la
maintenir a proximité du noyau hote. Des pores dans la MVP permettent 1'absorption des nutriments
de petite taille. Le réarrangement des microtubules de la cellule-hdte est une voie possible pour
internaliser les lysosomes dans la VP (Plattner et al., 2008)

Le cholestérol de I’hote est indispensable pour I’invasion et la réplication parasitaire
(Coppens et al., 2003). Les rhoptries sont des organelles riches en cholestérol et en
phosphatidylcholine et déchargent leur contenu lors de 1’invasion cellulaire en contribuant a

la formation de la MVP. Le cholestérol de la cellule-hdte sera incorporé dans la vacuole
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parasitophore et la déplétion en cholestérol de la membrane plasmique de la cellule-hote
bloque I’internalisation du parasite en réduisant le relarguage des protéines de micronémes et
de rhoptries nécessaires a I’invasion (Coppens et al., 2003). Bien que le role du cholestérol
contenu dans les rhoptries ne soit pas connu, il pourrait servir a fluidifier la MVP lui conférant
ainsi des propriétés particulieres de déformabilité permettant d’accueillir la masse croissante
de parasite lorsque celui-ci se divise.

Toxoplasma gondii ne synthétise pas son propre cholestérol et utilise celui de la cellule-hote.
Bien que la cellule-hote synthétise du cholestérol dans son réticulum endoplasmique, ce n’est
pas de cette source que le parasite I’obtient. Une autre source importante de cholestérol
implique les LDL (Low-density lipoprotein) qui sont internalisées dans la cellule et délivrées
aux lysosomes pour hydrolyse. Cette voie est considérablement augmentée durant la
réplication parasitaire. De plus, les vésicules d’endocytose et les lysosomes occupent
normalement la région péri-nucléaire or, dans les cellules infectées, aprés 48 heures, ces
vésicules sont observées a proximité de la vacuole parasitophore et leur nombre augmente
avec I’augmentation de surface de la vacuole (Coppens et al., 2006). Le parasite est capable
d’intercepter les vésicules endo-lysosomales chargées en cholestérol (Coppens et al., 2000).
L’absence de fusion entre les vésicules d’endocytose et la VP suggére un autre moyen de
transport de ces vésicules dans la VP. Coppens et al., (2006) ont montré que ces vésicules
¢taient transloquées le long des microtubules de la cellule-hote et délivrées intactes dans la
vacuole parasitophore. De plus, les microtubules de la cellule-hdte induisent des invaginations
de la MVP dans la lumiere de la VP et cette structure, appelée HOST (host organelle
sequestring tubulo structures) sert de conduit pour délivrer les vésicules d’endocytose a
I’intérieur de la VP (Coppens et al., 2006). Ces invaginations d’un diamétre de 95-115 nm
contiennent un réseau de microtubules et sont stabilisées par la formation d’un manteau de
protéines d’origine parasitaire et notamment de GRA7. Malgré 1’absence d’un domaine
conventionnel de liaison aux lipides habituellement impliqué dans le remodelage des
membranes, GRA7 présente une affinité pour les lipides chargés négativement et son domaine
transmembranaire est nécessaire pour la liaison aux lipides. De par ses capacités a se lier et a
tubuler les membranes, GRA7 entrainerait une constriction du conduit afin de séquestrer les

vésicules a I’intérieur de la VP (Coppens et al., 2006) (Figure 20).

Deux hypothéses ont été émises pour expliquer le transfert du cholestérol au parasite : 1) la
membrane extérieure de la structure HOST pourrait fusionner directement avec la membrane

plasmique du parasite pour libérer les vésicules a I’intérieur du parasite ou 2) les vésicules
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d’endocytose pourraient transporter le cholestérol dans 1’espace inter-membranaire de la
structure HOST, ou il pourrait alors traverser la MVP et gagner la lumiere de la VP (Coppens

et al., 2006)

On peut penser que d’autres nutriments essentiels pourraient étre acquis par le parasite par
I’endocytose et la structure HOST. Le fer par exemple, est un facteur limitant de la
croissance parasitaire. Dans les cellules infectées 1’expression des récepteurs membranaires de
la transferrine sont up-régulés (Gail et al., 2004) suggérant un mécanisme d’endocytose pour

I’acquisition du fer.
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Figure 20 : Acquisition du cholestérol. Les endo-lysosomes sont transportés a proximité de la PV, le
long des microtubules (1) et sont alors étroitement apposés a la PVM (2) avant l'internalisation dans la
PV via le HOST (3). Ces conduits sont stabilisés par des protéines parasitaires sécrétées, notamment
GRA7 (4), entrainant une constriction de la PVM et la séquestration des endo-lysosomes (5). Les
molécules intralysosomales produites par hydrolyse peuvent traverser la membrane lysosomale, par
des transporteurs spécifiques. Une fois dans I'espace vacuolaire, les molécules peuvent Etre
transportées a travers la membrane plasmique des parasites par des transporteurs spécifiques (6).
L’étape 1 est inhibée par les inhibiteurs de microtubules, 1'étape 3 est bloquée par des agents qui
interférent avec la fonction lysosomale, et I'étape 4 est inhibée par des médicaments antiparasitaires
(Coppens et al., 2006).

Contrairement aux microtubules, les filaments d’actine ne sont pas réorganisés durant la
réplication parasitaire. Cependant, lors de 1’invasion, le parasite doit traverser le cytosquelette
d’actine de la cellule-hdte, probablement en formant une bréche dans le réseau ou en le

démantelant localement. Un candidat pourrait étre un microfilament antagoniste appelé
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toxofiline, qui réside dans les rhoptries (Bradley et al., 2005, Poupel et al., 2000). Cette
protéine coiffe les microfilaments et se lie a I’actine globulaire la rendant indisponible pour la

polymérisation.

IV. Modification des voies de signalisation de I’apoptose

L’induction de I’apoptose est un phénoméne communément observé en réponse a une
infection par des virus, des bactéries ou des pathogeénes eucaryotes. De cette facon, 1’hote
infecté peut réduire la réplication et la propagation du pathogene. Il n’est donc pas surprenant
de constater que certains microorganismes, incluant 7. gondii, ont développé des stratégies
pour contourner 1’élimination par apoptose (Nash et al., 1998). Le blocage de ’apoptose
permet au parasite d’échapper a la clairance rapide par les macrophages qui sont activés par
des signaux émis par les cellules apoptotiques. De plus, le parasite doit maintenir I’intégrité

de la cellule qui I’héberge pour obtenir les nutriments pour lesquels il est auxotrophe.

L’apoptose peut étre induite par des stimulations intra ou extra cellulaires. Dans les deux cas,
le processus apoptotique implique I’activation d’une cascade de cystéines protéases appelées
caspases. Les caspases sont classifié¢es en deux groupes: les caspases initiatrices et
effectrices. Les caspases initiatrices agissent en amont de la voie apoptotique et sont
responsables de ’amplification initiale du signal. Les caspases effectrices agissent en aval
pour cliver les protéines-cibles spécifiques, ce qui conduira & un désorganisation du noyau,
une dégradation de I’ADN, une désorganisation du cytosquelette, une altération de la surface
cellulaire et a la formation de corps apoptotiques phagocytés par les cellules environnantes.

(Earnshaw et al., 1999).

T. gondii entrave 1’apoptose de la cellule-hdte induite par I’exposition a un grand nombre
d’inducteurs comme les UV, I’exposition a des toxines, I’irradiation gamma, le manque de
facteurs de croissance (Nash et al., 1998). Ceci implique que le parasite agisse sur des
effecteurs communs ou inhibe plusieurs ¢léments des différentes voies conduisant a

I’apoptose.
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IV.1. Manipulation de la voie apoptotique extrinséque par T. gondii

L’apoptose est gouvernée par deux voies principales d'activation (Figure 21). La voie dite
extrinseque, implique des récepteurs appartenant a la superfamille des récepteurs du TNF, ou
du récepteur Fas. L’activation de ces récepteurs entraine I’assemblage des composants du
complexe DISC (Death-inducing signaling complex). Celui-ci permet le recrutement et
I’activation de la caspase initiatrice 8 qui elle-méme entraine I’activation de la caspase 3. Ces
différentes protéases effectuent le clivage de plusieurs molécules, parmi lesquelles des
protéines de structure et des protéines impliquées dans les dispositifs de réparation cellulaire.
I1 existe 2 voies de transduction du signal de la voie Fas, dépendant du type cellulaire. Dans
les cellules de type 1 comme les thymocytes, la caspase 8 active directement la caspase 3.
Dans les cellules de type 2 comme les hépatocytes, la caspase 8 active Bid (facteur pro-
apoptotique), provoquant la libération du cytochrome C. L'association cytochrome C/APAF1
active la caspase 9 qui active a son tour la caspase 3 (Scaffidi et al., 1998, et 1999, Li et al.,
1998). L’induction de la voie extrinseque de 1’apoptose est inhibée par 7. gondii via la
dégradation de la caspase 8 (Vutova et al., 2007). En effet, les cellules infectées par
Toxoplasma présentent un taux plus faible de caspase 8 et une moindre activité de cette

protéine apparemment via un clivage protéolytique et une dégradation médiés par le parasite.

IV.2. Manipulation de la voie apoptotique intrinséque par T. gondii

La deuxieme voie est dite intrinséque. Elle peut étre induite par le stress ou des dommages
cellulaires et implique la mitochondrie. Activée, elle conduit a un relarguage du cytochorme c
dans le cytoplasme. Celui-ci se lie et active le complexe de I'apoptosome. Il est formé a partir
d'une protéine APAFI1, de deux procaspase-9 et de deux protéines C libérées par la
mitochondrie. Une fois le complexe formé, il permet la libération de la caspase 9 qui jouera
un role dans la I'apoptose.

Les cellules infectées par 7. gondii présentent un faible relarguage du cytochrome C apres

I’induction de la voie mitochondriale de 1’apoptose (Carmen et al., 2006, Keller ef al., 2006).
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La perméabilit¢ de la membrane extérieure de la mitochondrie est contrdlée par le ratio
protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui sont localisées dans la membrane de
la mitochondrie. La diminution du relarguage du cytochrome C est corrélée a la dégradation
sélective de protéines pro-apoptotiques comme Bad et Bax accompagnée par une
augmentation de la transcription de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bfl-1
(Molestina et al., 2003, Carmen et al., 2006, Goebel et al., 2001). Le recrutement des
mitochondries a la MVP pourrait jouer un role direct dans le blocage de la voie apoptotique
intrinséque. 7. gondii serait également capable d’inhiber I’activation de la caspase 9 par une
inhibition directe de 1’apoptosome. Il sécréterait des facteurs qui apparaissent comme étant
capables de limiter 1’activation des caspase 3 et 7, ceci impliquant certainement des protéines

de rhoptries ou de granules denses (Keller ef al., 2006).

IV.3. Role de la voie impliquant NF-xB

NF-xB est un facteur de transcription qui régule des protéines anti-apoptotiques de la famille
des Bcl2 et de nombreuses protéines cellulaires inhibitrices de 1’apoptose, les c-IAPs (cellular
inhibitors of apoptosis proteins) qui agissent directement sur la perméabilit¢ de la
mitochondrie ainsi que des facteurs impliqués dans la régulation du cycle cellulaire.
L’induction de NF-kB est généralement associée a une réponse de survie de la cellule. p50,
p65, p52 et RelB, membres de la famille de NF-«xB, sont retrouvés dans le noyau de la cellule-
hote apres I’infection par 7. gondii (Molestina et al., 2003). L’infection par Toxoplasma des
fibroblastes déficients en p65 ne protége pas ces cellules de I’apoptose lors de la stimulation
par des inducteurs de 1’apoptose (Payne et al., 2003). Habituellement, les cellules infectées
par T. gondii présentent des caspases 3, 8 et 9 inactives mais une activité des ces caspases a
¢été détectée dans les cellules déficientes en p65. Cette observation montre I’importance de
NF-kBp65 comme facteur contribuant au maintien d’un environnement anti-apoptotique dans

les cellules infectées par 7. gondii.

IV.4. Role de la voie des PI3 kinases

Le maintien d’un état anti-apoptotique dans les cellules de mammiferes repose également sur

I’activation de la voie de signalisation de la phosphoinositol 3 kinase (PI3K). Cette activation
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augmente les niveaux de PIP2 (phosphatidylinositol-3-4 biphosphate) et de PIP3
(phosphatidylinositol-3-4-5 triphosphate) a la membrane plasmique conduisant au
recrutement d’une kinase PKD1 (phosphoinositide-dependant kinase 1) qui elle-méme
phosphoryle et active une autre kinase, Akt/PKB. Celle-ci phosphoryle et inactive la caspase 9
et la protéine pro-apoptotique Bad (Blume-Jensen et al., 1998) et supprime 1’expression de
deux autres facteurs pro-apoptotiques Bim et FasL en inactivant le facteur de transcription
FKHR1 (forkhead transcription factor) (Datta et al., 1999). Kim et al., (2006) ont relié
I’inhibition de I’apoptose dans les cellules infectées a 1’activation de la voie des PI3 kinases.

Durant les premiers stades de I’infection, les cellules infectées présentent une phosphorylation

¢levée de la kinase Akt/PKB (Kim et al., 2006).

Figure 21 :T. gondii influence l'apoptose de la cellule-hote. L'inactivation des caspases 8 et 9, ainsi
que des caspases 3 et 7, est observée aprés l'invasion par 7. gondii. L'induction de I'apoptose dans les
cellules-hotes types I et 11, via le récepteur de facteur de nécrose tumorale (TNFR) et les récepteurs de
mort Fas, est inhibée par 7. gondii et ce par la dégradation de la caspase 8. L'infection par 7. gondii
retarde la libération du cytochrome C des mitochondries. Des protéines parasitaires libérées lors de
l'invasion pourraient étre impliquées dans 1'inhibition des caspases 3 et 7. Dans certaines cellules, le
facteur de transcription NF-kB est transloqué dans le noyau aprés l'infection; cela favorise
l'expression de protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP) et anti-apoptotiques de la famille Bel2. La
phosphorylation d’IkBa. serait impliquée dans l'activation de NF-kB. L’activation de la voie des
PI3Kinases dans les cellules infectées conduit & I'inactivation du facteur pro-apoptotique Bad,
l'inhibition du facteur de transcription FKHR1 et a l'activation de la voie NF-xB (Laliberté et al.,
2008).

L’infection des cellules par les tachyzoites de 7. gondii conduit a la lyse de ces cellules en 48

a 72 h pour infecter les cellules avoisinantes. Quel serait alors I’intérét pour le parasite
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d’inhiber I’apoptose dans les cellules infectées ? Une réponse pourait étre que la modulation
des voies apoptotiques affecterait la progression de la réponse immunitaire in vivo. Les
cellules apoptotiques sont rapidement prises en charge par les macrophages pour étre
détruites. La prévention de 1’apoptose dans les cellules infectées préviendrait 1’élimination des
cellules infectées par les macrophages activés. Une autre hypothése serait que comme 7.
gondii est auxotrophe pour plusieurs métabolites, cela pourrait induit une diminution de la
quantité de certains nutriments. Or la privation en certains nutriments dans la cellule est un
signal d’apoptose. De plus, une cellule apoptotique est un pauvre prestataire de métabolites
critiques pour le parasite en prolifération. Enfin, I’inhibition de 1’apoptose serait critique pour
la phase chronique de I’infection. En effet, les bradyzoites maturent dans la cellule infectée

(Sinai et al., 2004).

V. Manipulation des facteurs de transcription

Les changements dans 1’expression des génes de la cellule-hote sont les changements les plus
communs et répandus apres une infection. Pour comprendre leur importance dans les cellules
infectées par 7. gondii, beaucoup d’équipes ont utilis¢ le DNA microarray pour examiner les
changements dans I’abondance des transcrits apres 1’infection (Blader et al., 2001 ; Gail et al.,
2001). Ces expériences montrent que plus de 1000 genes de la cellule-hdte sont modulés. Ces
genes codent pour des protéines impliquées dans plusieurs mécanismes comme
I’inflammation, 1’apoptose, le métabolisme, la prolifération cellulaire et la différenciation. Ces
genes ont d’abord été classés en 3 groupes distincts : a) « pro-hdte » : génes nécessaires pour
les défenses de 1’hote, b) « pro-parasite » : genes-hotes nécessaires pour la croissance du
parasite et c) « bystander » : geénes-hotes accidentellement régulés en conséquence de la

modulation des genes des deux premicres classes (Blader ez al., 2001).

V.1. NF«B

Le nuclear factor-kB (NF-kB) est un facteur de transcription, élément central de I’immunité
innée et adaptative, responsable de I’activation de plusieurs génes requis dans des situations

comme les infections, le stress ou les dommages cellulaires. Il exerce une forte pression
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sélective sur les agents infectieux. C’est pourquoi de nombreux parasites, bactéries et virus
ont développé des stratégies pour moduler cette voie de signalisation et promouvoir leur

survie (Tato et Hunter, 2002).

La famille de NF-kB est composée de 5 membres : pS0 (NFxB1), p52 (NFkB2), p65 (RelA),
RelB et c-Rel (Ghosh ef al., 1998). Dans des cellules non stimulées, les homo ou les hétéro-
dimeres de NF-kB sont séquestrés dans le cytoplasme par une famille d’inhibiteurs appelés
IkB. L’activation de NF-«B est initiée par la dégradation de IkB. Ceci se produit par
I’activation de kinases appelées IkB kinases (IKK). Une fois activées, les IKK phosphorylent
deux résidus sérine d’IkB qui est ensuite ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. Le
complexe NF-kB est donc libre et transloqué dans le noyau ou il peut induire 1I’expression de
genes spécifiques qui possedent des sites de liaison pour NF-kB sur leur promoteur. NF-kB
régule la transcription de génes impliqués dans la prolifération, la survie cellulaire, I’adhésion
cellulaire, I’inflammation, la réponse cellulaire au stress et le remodelage tissulaire (Perkins et
al, 2007). NF-xB controle notamment 1’expression de geénes controlant des cytokines pro-
inflammatoires (IL-12, TNFa) (Baeuerle ef al., 1994). 1l induit également 1’expression de

geénes pouvant inhiber I’apoptose ; c’est le cas de c-IAP, des membres de la famille Bcl-2 et

TRAFI1 et 2 (TNF-receptor-associated factors 1 and 2) (Karin et al., 2002).

NF-kB est un facteur de transcription dont I’activité est modulée par I’infection. 85% des
genes régulés par NF-kB sont up-régulés lors de I’infection par 7. gondii. Cela inclus IL-6,

IL-1, ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule 1) et IRF-1 (interferon regulatory factor
1).

Bien que la modulation de NF-xB par Toxoplasma fasse débat, I’intérét pour ce facteur de
transcription est dirigé par deux découvertes indépendantes. Premiérement, NF-kB est
impliqué dans la résistance a I’infection. En effet, les souris déficientes pour certains membres
de la famille de NF-kB (NF-kB2 et RelB) sont plus susceptibles a I’infection (Caamano et al,
1999 ; et Caamano et al., 2000). NF-xkB2 est impliqué dans la régulation de 1’apoptose des
lymphocytes infectés et est requi pour le maintien a long terme de I’immunité adaptative
(Caamano et al., 2000). RelB quand a lui est indispensable au développement de I’immunité
innée et adaptative conduisant a la production d’IFN-y et aux mécanismes de résistance anti-

parasitaire (Caamano et al., 2000). Deuxiémement, le parasite prévient 1’apoptose des cellules
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infectées par I’expression de génes anti-apoptotiques et cela sous la dépendance de NF-kB

(Molestina et al., 2003).

Dans les cellules infectées, on remarque une augmentation de IkBo sous sa forme
phosphorylée (Butcher et al., 2001, Molestina et al., 2003). Alors qu’il y a débat sur la
corrélation entre le taux de IkBa et la localisation nucléaire de NF-kB pour des temps courts
d’infection, il existe un consensus selon lequel aprés 20 heures d’infection, 7. gondii entraine
une translocation nucléaire de NF-kB ainsi que son activation, conduisant a une up-régulation
de génes-cibles ayant une fonction anti-apoptotique ou pro-inflammatoire ou dans la survie
cellulaire (Molestina ef al., 2003, Sinai et al., 2004 Kim et al., 2001, Payne et al., 2003). De
facon intéressante, 1’activation de NF-«xB lors de I’infection est corrélée avec la localisation
au niveau de la MVP d’IxBa (Molestina et al., 2003). La seule kinase connue pour
phosphoryler IkBa sur les résidus sérine 32 et 36 est IKK. Theileria parva, parasite
protozoaire, est capable de recruter IKK a sa surface ou elle sera activée et ainsi assurer la
translocation nucléaire de NF-kB (Heussler ef al., 2002, Dobbelaere et Rottenberg, 2003). Il a
donc été suggéré que 7. gondii, de la méme manicre, recrutait IKK de la cellule-hote a la
MVP. Le complexe IKK est formé de deux sous-unités catalytiques IKKa et IKK et d’une
sous-unité régulatrice IKKy (Ghosh et Karin 2002). Etonnamment, I’accumulation de IxkBa
phosphorylé a la MVP dans les cellules infectées n’est pas causé par le recrutement ni de
IKKa, ni de IKKp car, contrairement a Theileria, IKKo et B n’ont pas été retrouvées au
niveau de la MVP. De plus, la phosphorylation d’IkBa retrouvée autour de la MVP se fait en
I’absence du complexe IKK actif. En effet, [kBa phosphorylé est retrouvé autour de la MVP
dans des cellules IKKa-/-, IKKf -/- et double knock-out (Molestina et al., 2005). Par contre
IKK est requis pour stimuler la phosphorylation maximale du pool de IkBa non associé a la
MVP. Enfin, une activit¢ IKK parasitaire dirigée contre les sérines 32 et 36 de IkBa et

appelée TgIKK a été mise en évidence (Molestina et al., 2005) et elle se localise au niveau de

la MVP.

En réalité, I’activation de NF-kB dans les cellules infectées est un phénomene plus complexe
qui met en jeu a la fois le complexe IKK de I’hdte au début de I’infection et TgIKK pour
favoriser 1’augmentation d’expression des génes (Molestina et al., 2005). En effet, les plus
hauts niveaux d’IxBo phosphorylée retrouvés autour de la MVP sont observés apres 18

heures d’infection (75 a 100% de la vacuole est décorée d’ IkBa phosphorylée entre 18 et
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24 h d’infection contre 25 a 75 % entre 6 et 9 h d’infection). L’activité de TgIKK est corrélée
a la réplication du parasite (Molestina et al., 2005) et ’absence précoce d’activité¢ de TgIKK

durant I’infection suggere que la translocation de NF-«B a ce stade implique le complexe IKK

de I’hote.

Molestina et al., (2005) ont proposé¢ le modele suivant: la premicre étape de 1’infection
déclenche 1’activation du complexe IKK de 1’héte ; il en résulte une premiere vague de
translocation de NFkB dans le noyau et I’induction de 1’expression de génes régulés par NF-
kB, puis avec la progression de l’infection, I’activité TgIKK a la MVP déclenche une
deuxiéme vague d’activation de  NF-«kB. La présence d’une boucle d’amplification par un
mécanisme autocrine, comme ceux rapportés pour Theileria, n’est pas exclue pour maintenir

un niveau d’activation de NF-«xB suffisant dans les phases tardives de 1’infection (Figure 22).
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Figure 22. Mod¢le représentant la modulation de I’expression de NF-kB dans les cellules infectées.
Au début de l'infection, le parasite déclenche l'activation du complexe IKK hote, entrainant une onde
primaire de translocation de NF-kB dans le noyau et I’activation de celui-ci. Une augmentation de
l'activité TgIKK a la MVP phosphoryle IxkBa , induisant une seconde vague d’activation de NF-kB.
L’ampleur de cette réponse pourrait dépendre également d'une boucle d'amplification par le biais
d'effecteurs autocrines (TNF-a, IL-1), résultant en des niveaux soutenus d'expression des genes a un
stade avancé de l'infection. (Molestina et al., 2005).

L’activation de NF-kB serait un élément crucial pour déclencher un signal de survie dans les

cellules-hotes en stimulant I’expression de genes anti-apoptotiques. Elle est corrélée avec
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I’up-régulation de génes anti-apoptotiques (Bcl2, IAP). De plus, dans les cellules épithéliales
infectées, une translocation de NF-«B induisant une production de cytokines pro-
inflammatoires comme IL-8 et MCP1 a été décrite (Kim et al., 2001). Cette réponse
entrainerait un afflux des neutrophiles, monocytes, macrophages et lymphocytes au site
d’infection et participerait au contréle de I’infection (exacerbation de la réponse immunitaire
ou dissémination accrue du pathogéne a I’intérieur de 1’hote) (Molestina et al., 2003).
L’activation de NF-«xB par Toxoplasma est controversée. Les souches de type I peuvent
transitoirement bloquer la translocation de NF-xB dans le noyau dans les macrophages murins
et les fibroblastes humains. Cependant, I’activation des IKK et la dégradation de IkB ne sont
pas inhibées (Shapira et al., 2005). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que dans ces cellules,
la translocation de NF-xB serait sous la dépendance d’autres inhibiteurs d’IkB comme IxBf3
ou IkBe. Ce blocage de la translocation de NF-kB entraine une diminution de I’expression de
genes impliqués dans la réponse inflammatoire comme IL-12 p40 et le TNF-a, ce qui serait
bénéfique au parasite pour permettre une division et une multiplication suffisante des
tachyzoites pour qu’un certain nombre d’entre eux survive a I’attaque du systéme immunitaire
et forme des kystes pour assurer la persistance du parasite dans I’hdte. Shapira et al., (2005)
qui ont montré que, dans les fibroblastes humains infectés par la souche de type I RH, IKK de
I’hdte était activée et que IkB était dégradée. Cependant, ils n’ont pas observé de
translocation de NF-kB dans le noyau, ni d’activation des geénes régulés par NF-kB. Ceci ne
serait pas la conséquence d’un blocage de I’import nucléaire mais d’une phosphorylation
réduite de p65/RelA (événement impliqué dans la capacité d’NF-kB a transloquer dans le

noyau et a se lier a I’ADN).

V.2. STAT

Les protéines STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) sont impliquées
dans la régulation de différents processus cellulaires telles la croissance, la différenciation, la
survie ou l'apoptose et dans la régulation de la réponse immunitaire. Elles sont activées par
phosphorylation qui conduit a leur dimérisation et a leur entrée dans le noyau ou elles ont un

role de facteur de transcription.
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V.2.1. STAT1

I[FN-y est un élément indispensable a la cellule-hote pour le contréle de D’infection et
I’induction de la conversion en bradyzoites. La capacité du parasite a bloquer I’activation de
I’IFN-y est une des clés pour assurer sa persistance dans la cellule-hote. L’ IFN-y se lie a son
récepteur exprimé a la surface des cellules et qui se trouve associé avec JAK1 et 2 qui vont
phosphoryler STAT1 sur une tyrosine. STAT1 phosphorylé forme des homodimeéres qui sont
transloqués dans le noyau et initient la transcription des génes-cibles de I'IFN-y. Une
phosphorylation supplémentaire sur la sérine 727 est essentielle pour une activité
transcriptionnelle maximale (Varinou et al, 2003). En utilisant le microarray, Kim et al (2007)
ont observé une dérégulation complete des genes induit par IFN-y dans les fibroblastes

infectés par 7. gondii.
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Figure 23 : Modulation de la voie de signalisation de STAT1 par 7. gondii. 1) La liaison de I’I[FN-y
cause la dimérisation (2) des molécules JAK qui se phosphorylent entre elles et induisent le
recrutement et la phosphorylation de STAT1 (3). STATI1 activé se dissocie de son récepteur et se
dimérise dans le cytosol (5) puis est transloqué dans le noyau (6) ou il se lie aux promoteurs des génes
qu’il régule. L’activité maximale de STATI1 exige également une deuxiéme phosphorylation sur une
sérine. Cette phosphorylation est dépendante de la phosphatidylinositiol 3-kinase (PI3-K) et de la
protéine kinase B / Akt (7) (Leng et al., 2009).

Plusieurs études suggerent que le parasite interfere avec STAT1, mais le point de controle du

parasite sur cette voie de signalisation est peu clair.

Dans les macrophages infectés par une souche de type I, le parasite induit une dégradation de

la protéine STATI et une diminution de la phosphorylation de STATI (Zimmermann et al.,
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2000).

D’autres études suggerent que le parasite bloque la translocation nucléaire de STAT-1 dans
les macrophages qui ne peuvent donc pas produire d’IL-12 ou de TNF-a (Denkers et al.,
2003). A I’opposé, I’infection par une souche de type II inhibe 1’expression des genes induits
par I'IFN-y sans affecter la stabilité de la protéine (Lang et al., 2006). Contrairement aux
premiéres observations, Kim et al. (2007) n’ont observé aucune dégradation de STATI aprées
I’infection par une souche de type I ou II malgré I’absence de régulation de ces geénes-cibles.
Tres tot apres I’infection, STAT1 est retrouvé dans le noyau des cellules infectées, indiquant
que la phosphorylation sur la tyrosine 701 par les JAK a bien eu lieu dans le cytoplasme et a
induit la translocation de STAT1 dans le noyau. Cependant, dans le noyau, tout le pool de
STATI n’apparait pas entierement phosphorylé sur la tyrosine 701 suggérant que I’infection
causerait une déphosphorylation de STAT1 apres que celui-ci ait été transloqué dans le noyau.
Ceci pourrait réguler négativement 1’activité de STAT1 car la phosphorylation de la tyrosine
est essentielle pour une liaison étroite avec I’ADN. Malgré tout, cette déphosphorylation est
dépendante de la souche parasitaire utilisée et ne peut expliquer a elle seule le défaut
d’expression de STAT1 observé dans toutes les cellules. Une protéine parasitaire présente
dans le noyau pourrait interférer avec I’activité de STATI1. Ceci pourrait, par exemple, faire

intervenir ROP16 et PP2C, deux protéines de rhoptries qui sont retrouvées dans le noyau.

V.2.2. STAT3 et STAT6

L’infection par 7. gondii régule négativement la réponse immunitaire de 1’hote, comme la
production de cytokines pro-inflammatoires de fagon STAT3 dépendante.

La voie de signalisation IL-10/STAT3 est impliquée dans le contréle de médiateurs pro-
inflammatoires comme IL-12 et le TNF-a. La cascade de signalisation impliquant 1’'IL-10
commence par 1’activation de JAK1 et le recrutement de STAT3. JAK1 phosphoryle STAT3
sur la tyrosine 705 et STAT3 phosphorylé forme des diméres qui sont transloqués dans le
noyau. STAT3 est essentiel pour I’activité immunosuppressive de I’'IL-10. 7. gondii exploite
STAT3 pour réguler négativement 1’expression d’IL-12 et le TNF-a dans les macrophages
(Butcher et al., 2005). La phosphorylation de STAT3 a lieu dans les 2 minutes suivant
I’infection et se poursuit 22 heures apres. L’activation de STAT3 dans les cellules infectées
est indépendante de I’IL-10 de la cellule-hote.

Par une approche génétique dans laquelle des souches de type II et I1I ont été croisées, Saeij et
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al., (2006 et 2007) ont identifié la protéine de rhoptries ROP16 comme responsable de
I’activation de STAT3. ROPI16 se lie a STAT3 par sa partie N-terminale et induit la
phosphorylation directe de STAT3 sur la tyrosine 705 (Yamamoto et al., 2009).

De la méme maniére, un autre membre de la famille des STAT, STAT6 est activé durant la
phase précoce de l’infection par I’intermédiaire de ROP16 (Saeij et al., 2007) et ceci
conduirait a la suppression d’IL-12 dans les macrophages, qui est essentielle pour le

développement d’une réponse immunitaire de type Thl.

V.3. HIF1

L’infection par 7. gondii augmente 1’abondance des transcrits codant pour des enzymes
glycolytiques, des transporteurs du glucose, des récepteurs a la transferrine et du VEGF
(vascular endothelial growth factor) (Blader et al., 2001). L’expression de ces genes est

contrdlée par le facteur de transcription HIF1 (Hypoxia inductible factor 1).

HIF1 est un hétérodimére formé de deux sous-unités a et B. HIFla, dans des conditions
basales, est synthétis¢ mais immédiatement dégradé par le protéasome et donc n’est pas
détecté dans les cellules non stimulées. A ’opposé, I’expression de HIF1 est constitutive
(Huang et al., 1996, Salceda et Caro, 1997). Comme le ciblage de HIFa par le protéasome est
dépendant de la concentration en oxygene, les niveaux de HIF1a sont rapidement up-régulés
dans les cellules en I’hypoxie. HIF1 peut étre aussi activé dans des conditions de normoxie

par les cytokines (Hellwig-Burgel et al., 1999) et par des facteurs de croissance (Laughner et

al., 2001).

Toxoplasma induit une augmentation rapide (deés la deuxiéme heure suivant 1’infection) de
HIFa et active I’expression du géne HIFI. De plus, les cellules voisines non infectées,
expriment également des niveaux ¢élevés de HIF1. La prolifération et la survie du parasite sont
séverement réduites dans les cellules knockdown pour HIFa cultivées sous 3% d’oxygéne.
Ceci démontre que, méme si HIF1 n’est pas requit pour I’invasion, il I’est par contre pour la
survie et la multiplication parasitaire dans des conditions physiologiques d’oxygénation que
I’on retrouve dans le cerveau, les muscles ou la rétine, sites privilégiés de persistance du
parasite (Spear et al., 2006).

Deux mécanismes distincts peuvent étre impliqués dans D’activation du facteur de

transcription HIF1. Dans le premier, HIF1 serait activé en raison des conditions d’hypoxie
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locale dues a la consommation en oxygene du parasite lui-méme. Dans le deuxiéme modéle,
des facteurs diffusibles signaleraient a la cellule-hote d’activer HIF1. Des ROS (Reactive
oxygen species) comme |’oxyde nitrique et les superoxydes seraient des candidats
puisqu’induits par I’infection et parce qu’ils sont capables d’activer HIF1.

HIF pourrait promouvoir la croissance parasitaire en modulant I’expression des génes qu’il
régule. Parmi ceux-ci, quatre groupes de geénes sont a distinguer : ceux impliqués dans la
prolifération cellulaire, la survie cellulaire, le métabolisme du fer et le métabolisme du

glucose qui semblent les plus susceptibles d’intervenir dans la croissance parasitaire.

HIF1 représente une cible thérapeutique attractive car il régule des génes qui seraient
importants pour la croissance parasitaire et qu’il est activé seulement quand les cellules sont
exposées a des conditions environnementales spécifiques. Une drogue ciblant HIF1 ciblerait
donc les cellules infectées. Enfin, les tumeurs existent dans des conditions d’hypoxie et
plusieurs inhibiteurs de HIF ont été découverts. C’est le cas du Topotecan (inhibiteur de la
topoisomérase) et YC-1 (activateur de la guanylyl cyclase) (Raspisarda et al., 2002, Yeo et
al., 2003).

Il est intéressant de constater que Trypanosoma cruzi consomme aussi de 1’oxygeéne mais

n’active pas HIF1 (Vaena De Avalos ef al., 2002).

V4. EGR2

A coté de HIF1, d’autres génes impliqués dans la croissance cellulaire et la survie sont up-
régulés lors de I’infection. Parmi ces geénes se trouvent ceux codant pour des sous-unités des
facteurs de transcription EGRI1 et 2 (early growth response) et AP-1 (Blader et al., 2001). De

plus, ils ont un role bien connu dans la réponse au stress.

EGR?2 est activé rapidement dans les cellules infectées. Cette activation est corrélée avec la
sécrétion des rhoptries (Phelps et al., 2008) mais ROP16 ne serait pas le facteur induisant
I’activation de EGR2 puisque celui-ci est activé quel que soit I’allele de ROP16 exprimé par
la souche de T. gondii (Saeij et al., 2007). De plus EGR2 est régulé par les trois souches de
parasite, suggérant que, contrairement 38 ROP16 et ROP18, le facteur activant EGR2 n’est pas
polymorphique. Le réle de EGR2 durant I’infection reste encore a élucider mais les genes
régulés par EGR2 comprennent des geénes qui pourraient pallier aux besoins nutritionnels du

parasite (métabolisme du cholestérol et du fer). De plus EGR2 est impliqué dans les
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phénomenes de survie cellulaire car il régule certains facteurs anti-apoptotiques de la famille
Bcl2 mais également, dans certaines situations, des facteurs pro-apoptotiques comme p53 ou
BAK. C’est pourquoi, EGR2 pourrait promouvoir la croissance du parasite mais également

protéger les cellules-hdtes de ’infection (Phelps et al., 2008).

VI. Manipulation du systeme immunitaire de la cellule-hote

Toxoplasma était autrefois considéré comme un pathogeéne purement pro-inflammatoire. Nous
avons maintenant une vision plus nuancée de l'interaction de ce pathogeéne avec son hote. Une
caractéristique de [D’infection par 7. gondii est qu’elle induit une régulation fine
(activation/inhibition) de la réponse immunitaire, ceci pour assurer la survie de la cellule-hote
et la prolifération parasitaire. Du point de vue parasitaire, il est bénéfique d’étre détecté par le
systéme immunitaire de 1’hote. Si tel n’était pas le cas, le parasite induirait des infections
létales pour 1’hote et de ce fait minimiserait la probabilité de transmission entre hotes. La
capacité de 7. gondii a établir une infection asymptomatique, chronique chez 1 milliard de
personnes ou plus, est la conséquence d’une régulation fine du systéme immunitaire de 1’hote.
Chez les sujets immunocompétents, I’infection par 7. gondii est contrdlée par une forte
réponse immunitaire protectrice pour 1’hote (Denkers et Gazzinelli, 1998). Ceci réside
largement dans la capacité du parasite a induire la production d’IL-12 par les cellules du
systeme immunitaire inné (Sher ef al., 2003). L’IL-12 produite stimule I’activité des cellules
T et leur différenciation en T helper de type 1 capables de sécréter I'IFN-y (Aliberti et al.,
2004). Ces cytokines activent également les cellules Natural Killer (NK) pour sécréter I’'TFN-y
(Korbel et al., 2004). L’IFN-y déclenche I’activit¢é microbicide de nombreuses cellules
(macrophages, cellules dendritiques) par I’induction d’enzymes qui sont STATI
dépendantes ; c’est le cas de I’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS), la GTPase
interféron inductible (IGTP) et I’indolamine dioxygénase (IDO).

Ces réponses sont en partie déclenchées grace a I’activité de ligands des TLR exprimés par le
parasite. Par exemple, un glycosylphosphatidylinositol porté par les tachyzoites active TLR2
et 4 (Debierre-Grockiego et al., 2007). La profiline de 7. gondii induit une production
importante d’IL-12 par I’intermédiaire de I’activation de TLR11 chez la souris (Yarovinsky et

al., 2005).
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Durant I’infection in vivo, le parasite doit induire une réponse immune protectrice pour
permettre sa survie, la survie de I’hote et 1’établissement d’une infection latente (Denkers and
Gazzinelli 1998, Pepper and Hunter 2007). En méme temps, le parasite doit éviter d'induire
une réponse pro-inflammatoire trop forte qui pourrait aboutir a forte activité antimicrobienne
et dans certains cas, a une immunopathologie 1étale pour 1’héte (Gazzinelli et al., 1996,
Suzuki et al., 2000). A cet égard, T. gondii doit échapper a la réponse immunitaire en
prévenant la production importante de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a, IL-12 et
IFN-y. La létalit¢ des souches virulentes de type I a été associée a la surproduction de
cytokines pro-inflammatoires (Mordue et al., 2001) et les souris déficientes pour IL-10
succombent a I’infection, ceci étant dii a une surproduction de cytokines pro-inflammatoires
(Gazzinelli et al., 1996). 11 est donc important pour le parasite d’avoir une régulation
appropri¢e de I’'IFN-y et des autres cytokines pro-inflammatoires pour maintenir une balance
appropriée entre protection et immunopathologie.

Le parasite n’active pas seulement la production de cytokines pro-inflammatoires, il active
¢galement des voies de signalisation conduisant a la libération de médiateurs anti-
inflammatoires comme IL-10, TGF- et la lipoxin A4 (Aliberti et al., 2005). La fonction
majeure de ces médiateurs durant I’infection est de freiner la réponse pro-inflammatoire et
donc d’éviter les effets immunopathologiques dus a la surproduction potentiellement Iétale de
cette réponse. Une telle réponse est essentiellement déclenchée par 1’hote, mais elle pourrait
étre aussi médiée par le parasite pour garder la cellule-hdte en vie pendant la durée de

I’infection.

VII. T. gondii cible la modification des histones pour inactiver
certains genes

Toxoplasma prend une part active dans la régulation de la réponse inflammatoire en
interférant avec les voies de signalisation conduisant a la production de médiateurs pro-
inflammatoires comme IL-12, TNF-a et NO. Le mécanisme moléculaire par lequel cela se
produit n’est pas bien identifi¢, méme si une perturbation de 1’activation des MAPK, de la

translocation de NF-kB et de 1’activation de STAT3 ont été incriminées.

L'expression génique inductible implique deux types de cascades de régulation : la premiere

conduit a l'activation de facteurs de transcription, impliquant le plus souvent des kinases, pour
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permettre leur liaison aux séquences promotrices des génes cibles, dans le méme temps, on
sait maintenant que la structure de la chromatine elle-méme est régulée, dans la mesure ou la
modification covalente des histones joue un role dans l'activité des facteurs de transcription.
La transcription des génes est initiée par des changements dans la structure de la chromatine
entourant le promoteur. En général, la région promotrice, stimulée, induit le remodelage de la
chromatine pour permettre un acces aux facteurs de transcription et a la ARN polymérase II.
Le remodelage de la chromatine comprend habituellement la phosphorylation, 1’acétylation et
la méthylation des histones accompagnées d’un désassemblage du nucléasome. Parmi les
modifications des histones, la phosphorylation de ’histone H3 sur la sérine 10, 1’acétylation

de I’histone H3 sur les lysines 9 et 14 sont associées a I’activation des génes.

Toxoplasma gondii supprime la production de TNF-a dans les macrophages, ce qui est associé
a une diminution du recrutement de I'ARN polymérase Il au promoteur (Leng et al., 2009).
Dans le cas de I'IL-12, les auteurs ont observé une inhibition de cette cytokine apres 12
heures d’infection des macrophages, alors que 1’expression de TNF-a reste bloquée pendant
toute la durée de I’infection. Durant la stimulation par le LPS, I’infection par Toxoplasma est
capable de bloquer I’accumulation du facteur de transcription c-Jun mais pas de NF-kB ni de
CREB (AMPc-responsive element-binding protein). Toutefois, NF-kB ainsi que CREB sont
incapables de se lier au promoteur du géne TNF-a. Ceci s'explique par la capacité du parasite
a empécher le remodelage de la chromatine entourant le promoteur de TNF-a en inhibant la
phosphorylation Serl0 et I’acétylation Lys9/14 de l'histone H3 au niveau du promoteur du
TNF-a.. La phosphorylation de I’histone H3 sur la sérine 10 permet le recrutement de
plusieurs Histones Acétyl Transférases (HAT) pour catalyser 1’acétylation des Lysines 9 et
14, c¢’est pourquoi, il est possible que les effets du parasite sur I’acétylation de 1’histone H3 au
promoteur du TNF-a soit indirectement médiés par I’inhibition de la phosphorylation de la
sérine 10. La structure de la chromatine entourant le promoteur du TNF-a reste dans un état
fermé dans les cellules infectées, et les facteurs de transcription ne peuvent donc pas accéder a
leurs sites de liaison. L'ARN polymérase II n’est pas recrutée au promoteur du TNF-a et la
transcription n'est donc pas initi¢e (Leng et al., 2009). Il est intéressant de noter que ce
phénomeéne est spécifique au géne TNF-a car le niveau global d’acétylation de I’histone H3

n’est pas diminué dans les macrophages.

Toxoplasma module négativement plusieurs geénes TLR4-inductibles mais pas IL-10.

L’activation via le LPS des macrophages induit de faibles quantités d’IL-10 et ce sans
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modifications significatives de I’histone H3. Par contre, 1’induction massive d’IL-10 est
associée a la phosphorylation sur la sérine 10 et a ’acétylation des lysines 9 et 14 sur I’histone
H3 du promoteur de I’IL-10. L’induction d’IL-10 massive dans les macrophages requiert deux
voies de signalisation : la premiére émane de TLR4 et résulte en 1’activation de facteurs de
transcription comme STAT3 et Spl, la seconde est activée via FcyR et résulte en un
remodelage de la chromatine dans le promoteur du geéne IL-10 pour permettre 1’acces a des
facteurs de transcription. Leng et al., (2009) suggerent que Toxoplasma inhibe 1’induction
massive d’IL-10 en interférant sur la voie impliquant le remodelage de la chromatine (Leng ef
al., 2009). Les faibles niveaux d’induction d’IL-10 médié par les TLR4 ne sont pas affectés
par I’infection. Par contre I’induction massive d’IL-10 induite par TLR4 et FcyR est bloquée
par T. gondii. IL-10 est un médiateur anti-inflammatoire qui est important pour moduler a la
baisse une réponse pro-inflammatoire et éviter toute pathologie immune. Les souris
déficientes en IL-10 succombent durant la phase aigué de I’infection par 7. gondii. La mort
est associée a un emballement de la réponse proinflammatoire qui bien que contrélant
I’infection induit une pathologie immune létale (Gazzinelli et al., 1996, Suzuki et al., 2000).
De la méme fagon, I'[L-10 joue un role important en limitant I’inflammation durant les
encéphalites toxoplasmiques (Wilson et al., 2005). Du point de vue parasitaire, la production
d’IL-10 est importante pour maintenir la cellule-hote en vie et augmenter les chances de
transmission. Néanmoins, la capacité de I’[L-10 a moduler a la baisse I’activation de cellules
effectrices de la réponse immunitaire innée comme les macrophages suggere que la
surproduction de cette cytokine doit étre évitée. Dans ce cas, la multiplication incontrélée du
parasite induirait rapidement la mort de I’hdte minimisant de ce fait les chances de
transmission a un nouvel hote. L’inhibition des hauts et non des faibles niveaux d’IL-10 est
une capacité du parasite a maintenir des niveaux d’IL-10 appropriés afin d’éviter toute
pathologie immune et permettre la formation de kystes favorisant la persistance a long terme

du parasite.

Toxoplasma inhibe la capacité des macrophages et des fibroblastes a répondre a I’'IFN-y. Dans
le cas des fibroblastes, une large gamme de genes activés par I’IFN-y sont inhibés durant
I’infection (Kim et al., 2007). Compte tenu de ces résultats, il est tentant de penser que cibler
la modification de la chromatine dans la cellule-hote fournit une explication quant a la
capacit¢ du parasite a simultanément réguler a la baisse un large panel de genes pro-
inflammatoires. Plutot que de cibler les facteurs de transcription spécifiques (ce qui semble

étre un moyen relativement inefficace d’inhiber I’expression de plusieurs génes en méme
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temps), le parasite pourrait obtenir le méme effet en bloquant les modifications inductible de

I'histone H3 et éventuellement d'autres histones (Figure 24).

Figure 24 : T. gondii cible la voie de remodelage de la chromatine. L'activation des macrophages par
le biais de récepteurs tels que TLR4 induit la production de cytokines pro-inflammatoires multiples.
L'activation de facteurs de transcription et leur liaison aux promoteurs des geénes-cibles sont requis
pour activer ces génes spécifiques. Toutefois, avant la liaison, le signal induisant la modification des
histones est nécessaire dans de nombreux cas pour remodeler la chromatine en une configuration
ouverte qui permet aux facteurs de transcription d'agir au niveau des régions cibles du promoteur. 7.
gondii cible la voie de remodelage de la chromatine, offrant une explication a la capacité du parasite a
réguler en méme temps a la baisse un large panel de cytokines pro-inflammatoires et des chémiokines.
On remarque en particulier une inhibition de phosphorylation de I'histone H3 (Leng et al., 2009)

On ne sait pas encore comment 7oxoplasma influence la modification des histones mais on
sait que le noyau de la cellule-hdte est une cible pour des protéines effectrices parasitaires. La
kinase ROP16 ou de la phosphatase PPC2 sont retrouvées dans le noyau de la cellule-hote ou
pourraient participer directement ou in- directement aux modifications des histones observées.
Elles pourraient par exemple interférer avec les kinases et les acétylases des histones de
I’hote. Il est également possible que d'autres kinases ou phosphatases parasitaires puissent étre
délivrées dans le noyau et interférer avec la transcription des genes de la cellule-hdte en
ciblant le remodelage de la chromatine.

Alors que Toxoplasma est le seul protozoaire intracellulaire identifié¢ a ce jour comme étant

capable de modifier la chromatine des cellules-hotes, il est possible que d'autres protozoaires
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parasites possédent des propriétés similaires. A cet égard, un nombre croissant d'agents
pathogenes bactériens ont été récemment signalés comme interférant avec le remodelage de
chromatine de I’h6te (Hamon et al., 2008).

Listeria monocytogenes, une bactérie pathogene, induit une déphosphorylation de I'histone H3
sur la Serl0 et la désacétylation de 1’histone H4 lors d'une infection précoce (Hamon et al.,
2007). Le facteur de virulence de Listeria, la listériolysine O, a été identifié¢e comme la
protéine majeure requise pour la déphosphorylation de I'histone H3 et la désacétylation de

I’histone H4.

VIII. Impact du génotype et des protéines de rhoptries de Toxoplasma
gondii sur les interactions hote-parasite

Les différentes souches de Toxoplasma différeraient profondément dans la fagon dont elles
moduleraient les voies de signalisation intracellulaires (Saeij et al., 2007). Comprendre les
facteurs influencant la virulence et les mécanismes de sélection en fonction des especes

pourrait contribuer au développement de nouvelles thérapeutiques.

VIII.1. Modulation des facteurs de transcription STAT3 et NF-xB en

fonction de la souche parasitaire

VIIL.1.1. STAT3

L’infection par 7. gondii régule la réponse immunitaire et notamment les cytokines pro-
inflammatoires de manicre dépendante de STAT3. Ceci par I’intermédiaire de ROP16 et de sa
fonction kinase. Yamamoto et al/ (2009) ont montré que la substitution d’un seul acide aminé
dans le domaine kinase de ROP16 entre les souches de type I et II détermine la différence
d’activation de STAT3 en fonction des souches. En effet, I’activation de STAT3 observée
avec les souches de type I est défective dans le cas d’une infection avec une souche de type II
(Butcher et al., 2005). Tres tot apres 1’infection, les cellules infectées par les souches de type
I, IT ou III présentent une localisation nucléaire de STAT3 phosphorylé. Mais pour des temps
plus tardifs, les cellules infectées par une souche de type I ou III présentent une quantité plus

importante de STAT3 et STAT6 que des cellules infectées par une souche de type II (Saeij et

65



al., 2007). ROP16 est hautement polymorphique entre les souches de type I ou III et les
souches de type II (Saeij et al., 2006 et 2007). Partant du principe que I’expression de ROP16
dans les trois souches est sensiblement la méme, le polymorphisme de ROP16 pourrait étre la
cause de I’activation défective de STAT3 dans les souches de type II. La substitution d’une
leucine par une sérine en position 503 du domaine kinase de ROP16 induit une diminution
significative de 1’activation de STAT3. De plus, la leucine en position 503 serait requise pour
soutenir la phosphorylation de STAT3 durant I’infection puisque cette phosphorylation
décroit plus rapidement dans les cellules infectées avec une souche présentant 1’alléle ROP16-
II. La substitution observée pour les souches de type II pourrait déformer le site actif de

ROP16 et donc diminuer la capacité des substrats a s’y lier (Yamamoto et al., 2009).

VIIL.1.2. NF-xB

Pour certains auteurs, les différences décrites dans I’activation ou non de NF-kB seraient dues
a I'utilisation de lignées cellulaires différentes plutdt qu’a des différences de souches. Mais
d’autres travaux ont montré des différences nettes dans la faculté de transloquer NF-kB dans
le noyau des cellules infectées par 7. gondii en fonction du type de souche. Plusieurs études
effectuées par micro-arrays ont démontré que les cellules infectées avec des souches de type
IT présentent des niveaux plus ¢levés de régulation des génes de NF-kB comparés aux cellules
non infectées (Blader et al., 2001). La souche de type I ME49 et non la souche de type [ RH
induit une translocation de NF-kB dans le noyau de splénocytes murins (Dobbin et al., 2002).
Ces effets seraient dépendants de la protéine HSP70 (heat shock protein 70) parasitaire.
Lorsque des cellules-hotes sont infectées par des tachyzoites virulents traités afin de réduire
'expression d’HSP70, ils deviennent incapables d'inhiber la translocation de NF-«xB du
cytoplasme vers le noyau. Les mécanismes par lesquels HSP70 pourrait interférer avec
l'activation de NF-kB ne sont pas encore ¢élucidés. HSP70 semble jouer un rdle dans la
capacité des parasites a moduler la réponse immunitaire de 1’hote et serait un moyen par
lequel les souches virulentes de Toxoplasma échappent aux réponses pro-inflammatoires.
Pour les souches avirulentes, HSP70 pourrait étre impliqués dans la conversion tachyzoite-
bradyzoite.

Robben et al., (2004) ont également montré que dans les macrophages murins infectés par une
souche de type II, I’activation de NF-«B avait lieu plus efficacement par rapport a une

infection avec une souche de type I, ceci ayant pour conséquence une production d’IL-12 plus
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importante. Le fait que les souches de type I échouent dans 1’induction de production d’IL-12
leur permettraient de se multiplier de fagon incontrolées et donc d’augmenter la virulence de
ces infections. A I’opposé, ’activation rapide de la production d’IL-12 par les souches de type

II conduirait a un meilleur contrdle de la réplication parasitaire.

VIIL.2. Implication de ROP16 et ROP18 dans la modulation des voies de
signalisation de la cellule-hote et la virulence

ROP18 dicte la croissance parasitaire et la virulence

Différentes études ont identifié, sur le chromosome VIla, un locus associé a la virulence
(Saeij et al., 2006, Taylor et al., 2006). Bien que ce locus contienne de nombreux génes, un en
particulier a retenu I’attention : celui codant pour ROP18 qui posséde un domaine kinase et de
nombreux SNP (single-nucléotide polymorphisme). De plus, I’expression de ROP18 diverge
extrémement entre les souches de type I et III, avec une ROP18-III presque indétectable en
comparaison de ROP18-I et II. L analyse du promoteur de ROP18 a révélé la présence d’un
séquence supplémentaire de 2.1 kb, proche du codon d’initiation pour les souches de type III,
région qui est absente des souches de type I et Il (Saeij et al., 2006). Cette séquence est
probablement responsable de la diminution d’expression de ROP18-III. Par le passé, les
auteurs considéraient que le taux de réplication du parasite influencait la virulence mais
aucune preuve directe n’avait été trouvée. Depuis, Taylor et al., (2006) ont observé que
I’expression de ROP18-1 dans une souche de type III induit une augmentation significative de
la réplication et que I’expression de ROPI8 est directement corrélée a la prolifération
parasitaire et a la virulence. La surexpression de ROP18 dans une souche de type I augmente
la réplication intracellulaire du parasite (El Hajj et al., 2007). De plus, les souris infectées
avec une souche de type III exprimant ROP18-I ou II succombent a une infection létale
contrairement a celles infectées avec une souche de type III normale (Taylor et al., 2006).
Cependant, ROP18 n’est pas le seul geéne impliqué et d’autres genes influenceraient
¢galement la virulence.

ROP18 possede un domaine kinase actif, essentiel pour assurer une croissance parasitaire
rapide et I’induction de la virulence chez la souris (El Hajj et al., 2007). Elle est exprimée a la

surface de la MVP et est directement exposée au cytosol de la cellule-hote ce qui en fait un
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excellent candidat impliqué dans les modifications des voies de signalisation cellule-hdte qui
ont ét¢ observées. Cependant, les essais in vitro n’ont pas mis en évidence de protéines-hotes
phosphorylées par ROP18. En relation avec un rdle indirect dans la modulation des voies de
signalisation de la cellule-hote, ROP18 phosphoryle une protéine parasitaire inconnue de 70
kDa (El Hajj et al., 2007). La recherche de substrats de ROP18, leur implication dans des
voies de signalisation et les changements qu’ils peuvent entrainer dans 1’expression des genes
de la cellule-hote devrait permettre d’expliquer comment ROP18 oriente la croissance

parasitaire et la virulence.

ROP16 module les voies de signalisation de la cellule-hote

En étudiant d’autres distinctions entre les différentes souches parasitaires, Saeij et al, (2007)
ont observé des différences souches-dépendantes dans 1’expression des genes de la cellule-
hote durant I’infection in vitro. Le chromosome VIIb contiendrait les génes impliqués dans les
différences observées et plus spécifiquement, un locus de ce chromosome modulerait les
genes impliqués dans les voies de signalisation des JAK/STAT, de I'IL-4 et de I’'IL-6. Les
principaux facteurs de transcription orchestrant ces voies de signalisation sont STATS3,
STATSb, JUN et HIFla. STAT3 et 6 sont phosphorylés lors de I’infection et bien que la
phosphorylation de STAT3 soit observée rapidement apres 1’infection pour toutes les souches,
seules les souches de type I et III maintiennent cette phosphorylation 18 heures apres
I’infection. ROP16 est impliquée dans la phosphorylation de STAT3 mais pourrait également
participer a la modulation d’autres voies de signalisation de la cellule-hote et jouer un role

important dans la régulation des génes de la cellule-hote infectée.

IX. Le noyau: nouvelle destination pour des protéines effectrices
parasitaires

ROP16 est retrouvée en abondance dans le noyau de la cellule-hdte infectée. Une autre
protéine de rhoptrie a récemment été retrouvée dans le noyau de la cellule-hdte ; elle présente
des homologies de séquence avec les protéines PP2C (protein phosphatase 2C). PP2C
relarguée par les rhoptries lors de I’invasion présente une activité phosphatase mais moindre
par rapport aux autres protéines de la famille. Sa localisation nucléaire pourrait signifier que
son substrat se trouve dans le noyau, mais cette protéine pourrait également avoir une cible

située dans les rhoptries (Gilbert et al., 2007). Il est intéressant de noter qu’une PP2C
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al., 2006). GRA10 posséde un signal de localisation nucléaire et est retrouvé dans le noyau
des cellules HeLa infectées (Ahn et al., 2007). D’autres expériences seront nécessaires pour

identifier clairement I’impact de GRA10 sur les voies de signalisation de la cellule-héte.
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Conclusion

Dés son contact avec la cellule-hote et a I’intérieur de la vacuole parasitophore, le
parasite réorganise les organelles de la cellule-hote, du cytosquelette, module des facteurs de
transcription et prévient 1’apoptose des cellules infectées. L’identification des voies de
signalisation modulées par le parasite et des facteurs parasitaires induisant cette modulation

est vitale pour permettre la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques anti-
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Figure 25 : Interactions hote-parasite. (A). Les réponses immunitaires innées sont inities par les
TLR. (B). L’invasion parasitaire est médiée par la libération des adhésines de micronémes qui
interagissent avec des facteurs de surface de I'hote. Il s’en suit la sécrétion des protéines de rhoptries
qui aboutit a la formation de la jonction mobile et a la libération de facteurs parasitaires (par exemple
les membres de la famille ROP2, ROP16, ROP18, et PP2C-HN) qui vont soit interagir avec la vacuole
parasitophore (PV) (famille ROP2 et ROP18) soit étre transportés vers le cytoplasme-hote (ROP16) ou
le noyau (PP2C, ROP16). Certains de ces facteurs (ROP16 et ROP18) sont des facteurs de virulence
polymorphes. (C). Les parasites intracellulaires réorganisent les mitochondries et le réticulum
endoplasmique de I’héte ainsi que le MTOC et le cytosquelette, autour de la PV. Les microtubules de
I’héte associés aux LDL-chargés en cholestérol forment des tubules membranaires qui s’invaginent
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dans la PV et sont stabilisés par GRA7. (D). Les petits ¢léments nutritifs solubles diffusent librement
a travers la PV et sont ensuite captés par le parasite sans doute par des transporteurs membranaires. (E)
Les changements dans I'expression des génes de la cellule-hote peuvent soit favoriser la croissance du
parasite, 1’évasion immunitaire, la virulence, ou le développement en bradyzoites (Blader et al.,
2009).
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C - Le facteur de transcription UHRF1

UHRF1 (Ubiquitin-like containing PHD and Ring Finger domains, 1) est une protéine
nucléaire membre d’une nouvelle famille de protéines associée a la régulation de la
prolifération cellulaire et aux modifications épigénétiques. Elle a été découverte comme
facteur de transcription impliqué dans la régulation transcriptionnelle du geéne de la
Topoisomérase Ila (Topolla) (Hopfner et al., 2000). Les DNA topoisomérases eucaryotes
sont des enzymes nucléaires qui altérent la topologie de I’ADN en générant des coupures
transitoires dans le brin d’ADN. Deux types de topoisomérases II a et 3 ont été identifiées. La
Topo Ilow est la cible de nombreuses drogues anticancéreuses comme 1’¢étoposide. Son
expression est régulée en fonction du cycle cellulaire. Peu de facteurs contrdlant I’activité de
la Topo Ila sont connus et ils ne peuvent expliquer les variations d’expression de celle-ci ; de
plus, la connaissance de ces facteurs semble importante dans le contexte de résistances aux
drogues actuelles (Kaufmann, 1997). Dans cette optique, des études menées en simple hybride
ont permis 1’identification d’une nouvelle protéine de 793 acides aminés avec un poids
moléculaire théorique de 89.758 kDa et appelée ICBP90 (Inverted CCAAT box Binding
Protein of 90 kDa). Sa récente nomenclature internationale est UHRF1 (Hopfner et al., 2000)
et Np95, une protéine nucléaire de 95 kDa de la souris, est considérée comme 1’équivalent

d’UHRF1 chez la souris.

I. Caractéristiques structurales d’UHRF1

I.1. La protéine UHRF1

La protéine UHRF1 est constituée de 793 acides aminés. Elle présente plusieurs domaines
d’intérét ; de I’extrémit¢ NH2 vers COOH terminale, on observe la présence, d’un domaine
ubiquitin-like connu pour son implication dans la dégradation sélective de protéines par la

voie du protéasome. Un domaine TTD (tandem Tudor domain) qui est impliqué dans la
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liaison a I’histone H3 (Rottach et al., 2009). Ensuite, un « PHD (Plant Homeo Domain)
finger » qui pourrait jouer un role dans la liaison a I’ADN. Puis, un domaine G9a/SRA (Set
and Ring associated domain) qui est impliqué dans le recrutement des HDAC (Histones
desacétylases) et dans la liaison aux séquences d’ADN méthylées, deux séquences de
localisation nucléaire (SLN) et finalement un domaine RING (Really Interesting New Gene)

finger possédant une activité ubiquitine ligase de type E3 (Figure 26).

A uvwRpiz [ uee | ] Tudier [T [ A [rana | |

Figure 26 : Structure de la protéine UHRF1. (A) Représentation schématique d’UHRF1. (B)
Structures connues de 5 domaines de la protéine (Hashimoto et al., 2009).

UHRFI1 possede également de nombreux sites de phosphorylation qui pourraient jouer un role

capital dans la modulation de son activité biologique.

1.2. Le géne uhrfl

Le géne uhrfl est localisé sur le chromosome 19p13.3 et couvre une portion d’ADN
génomique d’au moins 35,8 kb. Il posséde 2 exons non-codants (I et II) et 6 codants (A a F).

Une région d’épissage est présente dans I’exon A (Hopfner ef al., 2001) (Figure 27).

Figure 27 : Le gene d’uhrfl. Les exons sont représentés par des boites: les boites noires indiquent les
exons codant, les boites grises indiquent les exons non-codants. Les lignes entre les boites symbolisent
les introns. ATG est le site d’initiation, TGA est le site de terminaison. Dans la région promotrice du
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gene d’uhrfl trois sites d’initiation de la transcription sont indiqués par des fléches. Les positions des
boites GC, des boites “ CCAAT ” ainsi que les trois sites potentiels de liaison au facteur E2F sont
indiquées (d’apres Hopfner et al., 2001).

Le promoteur du geéne uhrfl ne renferme pas de boites TATA mais plusieurs boites GC et
trois boites CCAAT qui pourraient étre la cible de « CCAAT-binding proteins » et d’UHRF1
elle-méme pour autoréguler son expression. Le promoteur d’uhrfl renferme trois sites de

liaison au facteur E2F.

II. Expression d’UHRF1

UHRF1 endogene ou sur-exprimée est localisée exclusivement dans le noyau des cellules, ce
qui est cohérent avec la présence de deux sites de localisation nucléaire dans sa séquence
d'acides aminés. Dans les cellules en prolifération, UHRF1 est exprimée a un niveau plus
¢élevé que dans les cellules a confluence. Elle est dérégulée dans les cellules cancéreuses ou
elle est exprimée en permanence et a un taux plus élevé que dans les cellules normales
(Hopfner et al., 2000).

UHRF]1 voit son expression varier au cours du cycle cellulaire avec un pic en fin de phase G1
et au cours de la phase G2/M (Mousli et a/ ., 2003) (Figure 28). Dans les cellules cancéreuses
UHRF1 est exprimée de manicre constante, méme lorsque les cellules sont confluentes ou

quiescentes.

Cellule

Figure 28 : Expression d’'UHRF1 au cours du cycle cellulaire
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De plus, ’ARNm d’UHRF1 est fortement exprimé dans le foie feetal, les poumons et le ceeur
qui sont des tissus peu différenciés ou en prolifération, alors qu’il n’est pas exprimé dans les

tissus bien différenciés comme le systéme nerveux central (Hopfner et al., 2000).

L’expression d’UHRF1 est régulée par E2F-1, facteur de transcription qui joue un rdle clé
dans la progression du cycle cellulaire (Mousli et al., 2003) ainsi que par phosphorylation par
différentes kinases (Bronner et al., 2004, Trotizer et al., 2004) et notamment par les protéines
kinases PKA (protéine kinase A) et CK2 (casein kinase 2) qui phosphorylent des facteurs de
transcription controlant, par ce biais leur activité de liaison a ’ADN. ERK1 (Extracellular
signal-regulated kinases) pourrait également moduler 1’activit¢é d’UHRF1 (Fang et al., 2009).
Enfin, I’expression d’UHRF1 est également régulée par le complexe p53/p21™*™ qui est
activé lors de dommages a ’ADN. UHRF1 est régulé négativement a la fois, par une
réduction de sa transcription mais également, par la promotion de sa dégradation par la voie
du protéasome (Arima et al., 2004). Ceci contribue a 1’arrét des cellules en phase G1 du cycle
cellulaire. Ces résultats suggerent qu’'UHRF1 fonctionne comme un composant de la réponse

aux dommages a I’ADN et donc joue un rdle dans le maintien de la stabilité génomique.

III. Fonctions du facteur de transcription UHRF1

III.1. UHRF]1 et son role dans la régulation du cycle cellulaire

III.1.1. Généralités sur le cycle cellulaire

La cellule progresse dans le cycle cellulaire en franchissant les phases G1, S (synthese de
I’ADN) et G2, qui précede la phase M (mitose).

La régulation du cycle cellulaire nécessite ’action coordonnée des cyclines et de leurs
partenaires les Cdks (cyclin-dependant-kinase). Les cyclines ne sont pas présentes pendant
tout le cycle, elles apparaissent puis disparaissent brusquement a des moments précis du
cycle, de fagon périodique. Les Cdk ne deviennent fonctionnelles que lorsqu’elles sont
associées a une cycline et peuvent donc étre sous forme activée ou désactivée, selon qu’elles
sont associées ou non a leur cycline. Ce sont des sérine-thréonine kinases, enzymes qui
catalysent la phosphorylation des protéines. Leur activité consiste a transférer le groupement

v-phosphate de I’ATP sur une sérine ou une thréonine, présentes dans les protéines cibles.
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Le cycle cellulaire est contrdlé par au moins 6 complexes Cycline / Cdk différents qui

interviennent a des moments précis du cycle cellulaire (Figure 29).
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Figure 29 : Cycle cellulaire et complexes Cycline / Cdk. Au cours du cycle cellulaire, six complexes
Cycline / Cdk interviennent (http://www.snv jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/index.htm).

J

Les Cdks sont activées par phosphorylation sur la thréonine 161 par les kinases CAK (Cdk
Activating Kinase) et par déphosphorylation sur la thréonine 14 et la tyrosine 15 par la famille
des phosphatases Cdc 25. Les Cdk sont inhibées par des protéines inhibitrices, les CKI (Cdk
Inhibitor) comme pl6, p21, p27. La protéine p27 empéche la progression du cycle cellulaire
en phase S en bloquant les complexes cycline E/A-Cdk2. Les Cdk sont également inhibées
par une kinase, Wee 1 qui agit sur la Cdkl en phosphorylant les sites tyrosine 15 et thréonine

14 (Figure 30).
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Figure 30 : Régulation de I’activité des Cdks
(http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/index.htm).

II1.1.2. Controle du cycle cellulaire par le facteur de transcription
UHRF1

La répression d’UHRF1 dans les cellules bloque I’entrée des cellules en phase S (Arima et al.,
2004). De plus UHRF1 présente un pic d’expression maximal a la fin de la phase G1. Ces

observations suggerent un role possible d’UHRF1 au cours de la transition G1/S.

Plusieurs mécanismes sont envisagés pour expliquer 1’implication d’UHRF1 dans la

régulation du cycle cellulaire :

- par le contréle de I’enzyme Topo Ila

Le géne Topo Il est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, il peut jouer
le réle d’activateur ou de répresseur suivant les phases du cycle cellulaire, le type cellulaire et
le statut de prolifération des cellules. UHRF1 est capable de réguler le géne de la Topo Ila en
se liant au CCAAT box du promoteur du géne Topo Il et en 'activant (Hopfner ef al., 2000)
et participerait a I’induction du gene Topo Il lors de la transition G1/S (Mousli ef al., 2003).
La surexpression d’UHRF1 dans les cellules induit une surexpression de la topoisomérase Ila
endogene. La phosphorylation est un processus essentiel de régulation de I’activité des
protéines nucléaires. Trotzier et al (2004) ont mis en évidence plusieurs sites putatifs de
phosphorylation par des kinases cAMP/cGMP-dépendantes dans la protéine UHRFI et la
protéine kinase A a été découverte comme phosphorylant un de ces sites (la sérine 298). La
phosphorylation UHRF1 induit une augmentation de sa liaison au promoteur du géne 7opo
Il avec pour conséquence une augmentation d’expression de la protéine et un passage des

cellules en phase G2/M.

- par interaction avec la voie pRB/E2F

Cette voie controle au moins 10% de tous les génes exprimés pendant le cycle cellulaire.
Les protéines codées par ces genes sont celles de la réplication de I’ADN ainsi que celles des
points de controle du cycle cellulaire (Harbour et Dean, 2000). La progression du cycle

cellulaire repose sur l'activation d'un facteur de transcription, la protéine E2F. En se fixant sur
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I'ADN, E2F active la plupart des génes nécessaires a la phase S. L'activit¢ d’E2F est
étroitement régulée au cours du cycle cellulaire. La protéine est maintenue sous une forme
inactive au cours de la phase G1. Lorsque la cellule approche de la transition G1/S, E2F
devient actif et peut induire la transcription des génes nécessaires a la réplication de I'ADN.
(Figure 31). Paralleélement a I'activateur E2F, le cycle cellulaire est également contrdlé par la
protéine RB. En début de la phase G1, RB n'est pas phosphorylée et une phosphorylation
partielle a lieu au cours de cette phase. Sous ces deux formes, RB conserve ses propriétés
inhibitrices et est toujours capable d'interagir avec E2F. La progression vers la phase S repose
donc sur des phosphorylations séquentielles de RB, la réplication de I'ADN n'est permise que

lorsque RB est complétement phosphorylé, c'est a dire lorsqu'il libére E2F.

Pour assurer la transition G1/S, les complexe cycline/Cdk phosphorylent pRB, ce qui entraine
le blocage de I’interaction pRB/E2F-1 et permet a E2F-1 d’activer I’expression des geénes
codant pour des protéines essentielles a I’entrée en phase S. Par ailleurs, pendant les phases S

et G2, 'inactivation de pRB par phosphorylation est maintenue.
L’interaction d’UHRF1 avec cette voie peut se produire a différents niveaux :

* Larégulation du géne whrfl par E2F

Trois sites potentiels de liaison du facteur de transcription E2F-1 ont été identifiés dans la
région promotrice du géne uhrfl. Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine
ont montré que E2F-1 se lie au promoteur du géne uhrf1 (Unoki et al., 2004). E2F-1 est connu
pour réguler I’expression de la Topo Ila mais le géne Topo Ila ne contient pas de sites de
liaison pour E2F-1 suggérant la présence d’un intermédiaire dans la régulation du géne Topo
Il par E2F. UHRF1 pourrait correspondre a cet intermédiaire puisque son expression est
corrélée a celle de la Topo Ila lors d’une surexpression d’E2F dans les cellules (Mousli ef al.,

2003).

* La régulation post-transcriptionnelle de pRB par UHRF1

La protéine UHRF1 posséde un motif de liaison a pRB situé¢ dans le domaine PHD finger.
De plus, I’expression de UHRF1 et pRB est corrélée au cours du cycle cellulaire, a un niveau
maximal d’expression a la fin de la phase G1 (Jeanblanc et al., 2005). Ceci suggére une
interaction de pRB avec UHRFI, interaction qui pourrait participer a la régulation de la
transition G1/S. UHRF1 interagit avec la forme hypophosphorylée de pRB, forme sous

laquelle il interagit également avec les facteurs de transcription comme E2F-1, de cette
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maniére, il peut inhiber son activité transcriptionnelle (Jeanblanc et al., 2005). UHRF1
pourrait également étre impliquée dans la dégradation de pRB par I’intermédiaire de la voie
du protéasome puisqu’elle posseéde un domaine ubiquitin-like. Enfin, UHRF1 peut également
cibler pRB au niveau transcriptionnel. La liaison de UHRF1 au promoteur du géne RBI se

produit pendant la phase G1 et favorise I’entrée en phase S (Jeanblanc ef al., 2005).
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Figure 31: La voie pRB/E2F: L'activation du facteur de transcription E2F, grice a la
phosphorylation de la protéine RB, permet la synthése de génes de la phase S. La transcription de Cdk
2 et de cycline E, en particulier, permet d'augmenter cette activation d’E2F, ce complexe
phosphorylant RB. Ce mécanisme permet a la cellule de préparer son entrée en phase S
(http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/index.htm).

II1.2. Implication d’UHRF1 dans différents cancers

I11.2.1. Role d’UHRF1 dans le cancer

La prolifération incontrolée des cellules est une marque de cancérogenese et est souvent la
conséquence d’événements comme 1’absence de régulation a différents niveaux-clés du cycle
cellulaire ou a des changements dans les voies de signalisation induisant la croissance
cellulaire. L’identification de nouveaux geénes impliqués dans la prolifération cellulaire
pourrait conduire a I’identification de nouvelles drogues anticancéreuses.

UHREF1 est surexprimée dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses et dans certains
tissus cancéreux comme ceux du sein (Hopfner et al., 2000, Mousli et al., 2003), de la
prostate (Jenkins et al., 2005), les adénocarcinomes pancréatiques (Crnogorac-Jurcevic et al.,
2005), les gliomes (Oba-Shinjo et al., 2005). La dérégulation de 1’expression de la protéine
UHRF1 pourrait étre un nouveau marqueur de malignité pour I’identification des cellules

canceéreuses.
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Plusieurs mécanismes peuvent expliquer 1’implication d’UHRF1 dans la cancérogenese
(Figure 32).

®» Dans 50% des cancers, I’expression et/ou les fonctions du gene suppresseur de tumeur p53
sont abrogées (Hussain et Harris, 2000). Parce que p53 régule a la baisse UHRFI1 (par la
désactivation du facteur E2F1 qui est un régulateur d’UHRF1), I’absence de p53 dans les
cellules cancéreuses peut étre une cause de surexpression d’UHRF1 dans ces cellules (Arima
et al., 2004, Unoki et al., 2004).

®» Dans les cellules cancéreuses, les ilots CpG localisés dans les geénes suppresseurs de
tumeur sont le plus souvent méthylés entrainant la régulation négative de ces génes. UHRF1
cible les promoteurs méthylés de plusieurs genes suppresseurs de tumeurs (Unoki et al., 2004)
comme RBI, pl6™* et p14** et recrute HDACI a ces sites pour supprimer 1’expression de
ces geénes en désacétylant les histones (Unoki ef al., 2004, Bronner et al., 2007). Ceci conduit
a une perte de controle dans la transition G1/S et contribuerait au phénoméne de
cancérogeneése UHRF1 participerait également au maintien de la méthylation des promoteurs
des genes suppresseurs de tumeur. Si cette méthylation était interrompue, différents geénes
pourraient étre activés, induisant une apoptose des cellules et un arrét du cycle cellulaire.
®» UHRFI1, de par son activit¢ E3 ubiquitine ligase, joue un rdle important dans la
prolifération des cellules tumorales. L’utilisation d’inhibiteurs du protéasome comme le
Velcade avec succes dans le traitement du myélome multiple, fait de la voie de dégradation
des protéines une piste thérapeutique attractive. C’est pourquoi les E3 ligases représentent des
cibles potentielles pour la thérapeutic anticancéreuse (Jenkins et al., 2005).
»CK2 est fortement exprimée dans les cancers. En conséquence, il possible que la
phosphorylation permanente d’UHRF1 et donc I’augmentation de son activité contribuerait a
la prolifération continue des cellules cancéreuses (Bronner et al., 2004).
®» e géne RBI est un geéne suppresseur de tumeur qui code pour la protéine pRB contrdlant le
cycle cellulaire. RB/ inhibe la progression du cycle cellulaire en phase G1/S en réprimant
plusieurs geénes et ainsi supprime la tumorogenese. Une perte de 1I’expression et de I’activité
de pRB ont été observées dans plusieurs cancers. pRB coopére notamment avec une histone
méthyltransférase dans le but de réprimer le promoteur de la cycline E. pRB est
hypophosphorylée en phase GO/Gl1 et devient hyperphosphorylée en phase G1/S.
L’hyperphosphorylation de pRB par des Cdk et sa régulation a la baisse sont associées a la
prolifération cellulaire particulierement a 1’entrée En phase S alors que la différentiation est
corrélée a une accumulation de mRNA de RB/. UHRF1 possede deux sites de liaison a pRB.

UHRFI1 et la forme hypophosphorylée de pRB co-immunoprécipitent et la surexpression
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d’UHRF1 régule a la baisse I’expression de la protéine. De plus, UHRF1 est capable
d’interagir avec le promoteur de gene RBI lorsque celui-ci est méthylé. Ceci suggére
qu’'UHRF1 est capable de réguler pRB a la fois au niveau protéique et au niveau

transcriptionnel (Jeanblanc et al., 2005).

Cette interaction contribuerait a diminuer 1’expression de pRB quand les cellules entrent en
phase S, c’est pourquoi UHRFI1 pourrait étre impliqué dans la dégradation de pRB

probablement via la voie du protéasome puisqu’UHRF1 appartient a la famille des E3 ligases.

®» [’absence d’UHRF1 interfére avec la prolifération des cellules cancéreuses suggérant
qu’UHRF1 est indispensable pour soutenir 1I’expansion rapide des cellules cancéreuses (Unoki

et al.,2004).
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Figure 32 : Mécanisme d’action proposé d’UHRF1 dans les cellules cancéreuses. Dans les cellules en
prolifération ou deS cellules cancéreuses, les fonctions de p53 sont abrogées, conduisant a l'activation
subséquente de la cycline D / cdk. Le complexe actif cycline D / Cdk phosphoryle pRB , ce qui
provoque l'activation de E2F1. E2F1 activé se lie au promoteur d’"UHRF1 et I’active. Dans les cellules
en prolifération, la réplication de 'ADN se produit. UHRF1 favorise également la transition G1 / S,
puis le complexe cycline B1/Cdkl est activé. La forme hyperphosphorylée de p21 peut activer
l'activité kinase du complexe (Unoki et al., 2009).

II1.2.2. UHRF1, nouvelle cible thérapeutique dans le traitement des
cancers ?

UHRF1 pourrait étre utilisé a la fois comme un marqueur diagnostique et de pronostique ainsi
que comme cible thérapeutique (Unoki et al., 2009) (Figure 33). Les nouvelles générations de

thérapies anticancéreuses se focalisent sur 1’inhibition spécifique de protéines oncogéniques,
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exprimées principalement dans les cellules cancéreuses, et essentielles pour la progression et
la malignité. On s’attend a ce que ces nouvelles drogues aient moins d’effets secondaires de
par leur spécificité pour les cellules cancéreuses. Ces thérapies comprennent les anticorps

monoclonaux, les SIRNAs (small interference RNAs) et les peptides.

® Petits composés moléculaires ciblant certains domaines d’UHRF1 : la structure du domaine
SRA d’UHRFI est bien caractérisée, c’est pourquoi le design de petites molécules qui
pourraient correspondre a ce domaine serait relativement aisé. Les cytosines méthylées (Smc)
de I’ADN se fixent a I’intérieur d’une poche du domaine SRA. Ainsi, une molécule « Smc-
like » pourrait étre un antagoniste d’UHRF1 bien qu’il ne soit pas certain que 1’inhibition du
seul domaine SRA soit suffisante pour interférer avec les fonctions oncogéniques d’'UHRF1
(Unoki et al., 2009). D’autres domaines pourraient également étre la cible de nouvelles
molécules. Les domaines PHD et RING d’UHRF1 possédent des activités de liaison aux
histones méthylées et une activité E3 ligase. Cibler ces domaines pourrait inhiber les effets

oncogénes d’UHRF1.

®»Les SiRNAs dirigés contre UHRF1 : T'utilisation des SiRNA-UHRF1 suppriment la
croissance cellulaire (Unoki et al., 2004). C’est pourquoi leur utilisation thérapeutique semble
intéressante dans le traitement des cancers. L’inconvénient majeur a I’heure actuelle est que
les SiIRNAs sont instables et rapidement dégradés souvent avant d’avoir atteint leurs cellules-
cibles. Les recherches actuelles ont fait des progres significatifs dans la délivrance des
SiRNAs aux cellules cancéreuses (notamment en utilisant une propriété des cellules

cancéreuses, leur hyperperméabilité vasculaire).

®»Les peptides : UHRFI1 interagit avec de nombreuses protéines (HDACI1, Dnmtl, G9a,
H3KO9...). L’utilisation de peptides qui correspondraitent a une séquence partielle d’une de
ces protéines entrainerait I’inhibition de certaines de ces liaisons et pourrait causer 1’apoptose

des cellules ou I’arrét du cycle cellulaire.

®» Vaccins : utilisation de peptides d’UHRF1 pour stimuler le systéme immunitaire des
patients atteints de cancers. Ce type de vaccins n’a eu que peu de succes jusqu’a maintenant et
I’une des raisons est qu’ils ont été testés sur des patients a des stades trés avancés de cancers.
Des effets plus importants sont attendus chez des patients a des stades plus précoces de la

maladie.
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Figure 33 : Possibles thérapies moléculaires ciblant UHRF1 (Unoki ef al., 2009).

II1.3. UHRF1 est associé a des nombreuses modifications épigénétiques

II1.3.1. Généralités sur les altérations épigénétiques

La chromatine est la forme sous laquelle se présente I' ADN dans le noyau. Elle correspond a
l'association de I'ADN et de protéines structurales appelées histones. Le nucléosome est
I’unité fondamentale de la chromatine. Il correspond a l'enroulement de I'ADN autour de
disques protéiques octameres d’histones. Quatre histones H2A, H2B, H3 et H4 forment le
ceeur et I’histone H1 permet la compaction des nucléosomes et rigidifie la structure
hélicoidale. Les extrémités N et C-terminales des histones sont le siege de modifications post-

traductionnelles (Figure 34). Au niveau ultra-structural, on distingue l'euchromatine, peu
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dense, transcriptionnellement active et riche en genes, et I'hétérochromatine, dense,

transcriptionnellement inactive et contenant peu de genes et beaucoup de séquences répétées.

b e £
P

Figure 34 : Structure d’un nucléasome et modifications post-traductionnelles possibles sur la queue
des histones. Les sites bien caractérisés de 1'acétylation des lysines sont indiqués par un astérisque.
Des sites de méthylation (M), le site de phosphorylation (P) dans la queue de I’histone H3 (Serl0), et
de ribosylation (R) et d'ubiquitination (U) de H2A et H2B sont également indiquées (Wolffe et Hayes
1999).

Le contrdle de la structure chromatinienne est un mode de controle de l'expression génique.
En effet, I'ADN pour étre exprimé doit étre décompacté; un complexe de remodelage
intervient donc pour désorganiser les histones afin de permettre la fixation des facteurs de
transcription sur I'ADN et son expression.

La méthylation de I’ADN et les remodelages chimiques (modifications des histones) sont

deux mécanismes permettant de moduler la structure chromatinienne.

I11.3.1.1. La méthylation de ’ADN

La méthylation de I'ADN joue un role central dans la régulation épigénétique de 1'expression
des genes chez les vertébrés. C’est un marqueur épigénétique utilisé pour placer sous silence
certains genes. Cette modification consiste en 1’ajout d’un groupement méthyl sur une des
quatre bases de I’ADN, la cytosine étant la plus fréquemment modifi¢e chez les mammifeéres.

La méthylation est en partie responsable de I’inactivation des geénes. Chaque cellule aurait
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donc un patron de méthylation qui déterminerait quels génes sont inhibés. Ce patron est
transmis aux cellules-filles apres division cellulaire. Dans la majorité des cas, les groupements
méthyles se retrouvent au sein de dinucléotides CpG dont 70 a 80% sont méthylés. Leur
répartition n’est pas uniforme ; il existe des «ilots CpG », portions de génome a forte
concentration en dinucléotides CpG, localisés au niveau des promoteurs et premiers exons des

genes, et leur non-méthylation est corrélée avec 1I’expression des genes.

Une fois établie, la méthylation de ’ADN est le plus souvent stable pendant la mitose en
particulier parce que maintenue aprés la réplication par Dnmtl (DNA methyltransferase).
Dnmtl est la principale enzyme responsable du maintien de la méthylation des CpG, a savoir
copier les méthylations pré-existantes sur le nouveau brin d’ADN aprés la réplication. Dnmt1
est essentielle pour la régulation de I’expression des génes, 1’embryogenése et 1’empreinte
génomique (Li et al., 1992, Jackson-Grusby et al., 2001, Li et al., 1993). Elle est
indispensable en phase S du cycle cellulaire pour méthyler les CpGs nouvellement répliqués
ce qui est essentiel pour la conservation de 1’héritage épigénétique du génome. Elle méthyle
préférentiellement les régions CpG hémi-méthylées qui apparaissent aprés la réplication et les
étapes de réparation de I’ADN

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goll%20MG%22%5BAuthor%5DGoll et Bestor,

2005). Le recrutement de Dnmtl a ces cibles implique la protéine PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) qui favorise la localisation de Dnmtl aux foyers de réplication, mais PCNA
n’est pas absolument requise pour ce processus (Spada et al., 2007). Les mécanismes de

recrutement de Dnmt1 a I’ADN hémiméthyl¢ restent obscurs.

Les Dnmt 3a et 3b sont les méythyltransférases de novo car elles sont responsables de la
vague de méthylation post-implantatoire chez 1’embryon ainsi que de la méthylation de
séquences nouvellement intégrées. Elles sont capables de catalyser le transfert de
groupements méthyles sur des substrats nucléotidiques hémi-méthylés ou non-méthylés avec

la méme efficacité.

II1.3.1.2. Modifications des histones

Le degré de condensation de I’ADN est régulé par des modifications des extrémités N-
terminales des histones, comme des phosphorylations, acétylations, méthylations,
ubiquitinations, sumoylations. L'ensemble de ces modifications étant catalysées par des

enzymes spécifiques. Les modifications covalentes des histones agiraient soit directement en
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modifiant la compaction de l'enroulement d'ADN autour des nucléosomes, soit indirectement
en constituant des « marques » permettant le recrutement de protéines capables de modifier la
structure de la chromatine (recrutement d’autres enzymes de modifications des histones ou
remodelage physique de la chromatine). Les protéines sont recrutées aux modifications et se

lient par l'intermédiaire des domaines spécifiques (Figure 35).
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Figure 35 : Recrutement de protéines aux histones et domaines utilisés pour la reconnaissance des
lysines méthylées, des lysines acétylées ou des sérines phosphorylées. La méthylation est reconnue par
les domaines chromo-like (chromo, Tudor, MBT) et les domaines PHD, 1'acétylation est reconnue par
les bromo-domaines et la phosphorylation est reconnue par un domaine au sein des protéines, 14-3-3
(Kouzarides, 2007).

Les modifications des histones peuvent agir en combinaison ou séquentiellement, et une
modification peut influencer une autre de facon synergique ou antagoniste. Certaines
modifications seront héritées épigénétiquement.

L’acétylation s’effectue sur certains résidus lysine par des enzymes nommeées histones acétyl
transférases (HAT). L’acétylation est associée a une activation de la transcription et est
facilement réversible grace a 1’action des histones désacétylases (HDAC). Elle induit un
relachement de la chromatine et permet ainsi une meilleure accessibilité aux autres facteurs de
transcription. L’acétylation des histones permettrait également le recrutement d’activateurs de
transcription. La méthylation peut s’effectuer soit sur des lysines, soit sur des arginines.
C’est une modification stable et selon les résidus méthylés elle est associée a une activation
(méthylation des arginines) ou une répression (méthylation des lysines) de la transcription.
Plusieurs enzymes sont responsables de la méthylation des histones (G9a, Suv39hl1, Ezh2). La
méthylation des histones semble associée au recrutement d’effecteurs capables de modifier la
structure de la chromatine (Kouzarides, 2007). La Lysine 9 de 1'histone H3 est connue pour

étre associée a une répression de la chromatine environnante lorsqu'elle est méthylée.
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I11.3.2. UHRF1 et méthylation de PADN

Liaison a PADN méthylé

Précédemment, UHRF1 a été décrite comme pouvant interagir avec ICB2 (inverted CCAAT
box) du promoteur du géne Topo Ila. Cependant, il semble qu’UHRF1 ait une plus grande
affinité pour les séquences méthylées (Unoki et al., 2004) et peut se lier aux CpG méthylés
par son domaine SRA (Unoki ef al., 2004). Le domaine SRA est constitu¢ de 5 feuillets B, 3

feuillets P antiparalléles et 4 hélices a (Figure 36 a).

Figure 36 : a) Structure de domaine SRA. b) Répartition des résidus conservés a la surface du
domaine SRA. Les résidus d'acides aminés sont colorés en fonction de leur niveau de conservation:
orange : entierement conservés, vert clair : substitutions conservatrices (Arita ef al., 2008).

L’ensemble possede une surface concave constituée de résidus trés conservés, formant une
poche hydrophobique (Figure 36 b) (Arita et al., 2008, Avvakumov et al., 2008, Hashimoto et
al.,2008). L’ADN hémiméthyl¢é se loge dans cette poche (Figure 37).
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Figure 37 : Représentation du complexe SRA-ADN : gris : SRA, orange : N-ter et Finger-loop, bleu :
boucle L3 du domaine SRA; vert clair : I'ADN; magenta : 5-méthyl cytosine (Arita et al., 2008).

La cytosine méthylée de I’ADN est rejetée hors du duplex d’ADN et insérée dans la poche du
domaine SRA (Arita et al., 2008, Avvakumov et al., 2008, Hashimoto et al., 2008). Sa
position est fixée par des interactions avec deux tyrosines notamment (Tyr 471 et 483). La
guanidine orpheline et la cytosine cible de Dnmtl sont reconnues par le domaine SRA et
maintenues par des liaisons avec certains acides aminés du domaine SRA : la cytosine non
méthylée du deuxiéme brin est associée a 1’asparagine 494. La moindre affinité du domaine
SRA pour I’ADN totalement méthylé pourrait résulter d’une interférence stérique entre

Asn494 et le groupement méthyle du brin d’ADN (Figure 38) (Arita et al., 2008).

La reconnaissance de cette s€équence est favorisée par la capacité de I’arginine en position 491
a simultanément reconnaitre les guanidines 6 et 7. Le remplacement de 1’arginine en position
491 par une alanine entraine une diminution de la liaison a ’ADN méthylé (Avvakumov et

al., 2008). A

Figure 38 : Représentation schématique des interactions protéine-ADN. Les liaisons hydrogéne entre
SRA et I'ADN sont indiquées par des lignes rouges: en pointillés : les contacts de la chaine principale;
solides : les contacts de la chaine latérale. Les liaisons de Van der Waals entre SRA et 'ADN sont
indiquées par des lignes bleues. W, molécules d'eau médiant des interactions indirectes (Arita ef al.,
2008).
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Cette poche est spécifique des cytosines méthylées pour plusieurs raisons : premi¢rement elle
est trop petite pour les purines ; deuxiémement, deux résidus aromatiques, Tyrd78 et 466
interagissent spécifiquement avec les cytosines méthylées ; troisiémement, 1’Asp469 se lie
par liaison hydrogene a la cytosine méthylée (plutot que la thymine) et enfin, elle renferme un

methyl-group-binding site (Avvakumov et al., 2008).

Recrutement de Dnmt1

Malgré une affinité intrinseque pour ’ADN hémiméthylé, les mécanismes moléculaires qui
assurent le recrutement de Dnmtl a son substrat ne sont pas connus. En effet, Dnmtl a une
préférence 30 a 40 fois supérieure pour I’ADN hémiméthylé plutot que pour I’ADN méthylé
symétriquement. Mais ceci ne suffit pas a expliquer la haute fidélit¢ avec laquelle cette
enzyme assure le maintien de la méthylation. Il a été suggéré qu’UHRF1 faciliterait le
recrutement de Dnmtl aux sites appropriés du brin d’ADN nouvellement synthétisé. Le
domaine SRA d’UHRF1 est adapté de facon unique a la reconnaissance spécifique des
séquences CpG méthylées.

Dans les cellules délétées en uhrfl, Bostick et al., (2007) ont observé une diminution massive
de la méthylation de ’ADN. Ce phénotype n’est pas une conséquence secondaire d’une
diminution des DNA méthyltransférases puisque les niveaux d’expression de ces enzymes ne
sont pas réduits dans ces cellules. De plus, le knockdown d’UHRF1 réduit significativement
I’association de Dnmt1 avec la chromatine. UHRF1 est donc requis pour le maintien de la
méthylation de part son interaction directe avec Dnmtl et il est nécessaire pour une
association stable de Dnmt1 avec la chromatine. Ceci dans le but de faciliter le maintien fidele
de la méthylation apres la réplication.

Les Dnmtl méthylent la cytosine adjacente de la paire SmC-G de I’ADN hémiméthylé. La
cytosine pivote pour se retrouver dans une poche du domaine catalytique de Dnmtl. Le
domaine catalytique de Dnmt1 approcherait du site de méthylation du c6té opposé au domaine
SRA d’UHRF1 (Arita ef al., 2008). Les deux domaines pouvant coexister sans incompatibilité
stérique. La cytosine méthylée et la cytosine cible de Dnmtl pivotent hors de la double hélice
d’ADN successivement (Figure 39) premiérement pour la reconnaissance du statut de
méthylation de ’ADN et dans un deuxiéme temps pour la méthylation. Cette association

concertée assure la transmission correcte de la méthylation au brin nouvellement synthétisé.
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Figure 39 : Reconnaissance de ’ADN hémi-méthylé par le domaine SRA d’UHRF1. Modele
schématique montrant 1’action conjointe d’UHRF1 et Dnmtl pour le maintien de la méthylation (en
rouge : le brin pré-existant d’ADN, en vert : le brin nouvellement synthétisé¢) (Arita et al., 2008).

Le domaine SRA d’UHRF1 est nécessaire et suffisant pour assurer la liaison a I’ADN in vitro
(Rottach et al., 2009). L’absence d’UHRF1 entraine une réduction de 75% de la méthylation

génomique dans les cellules embryonnaires de souris (Cokus et al., 2008).

D’autres activités d’UHRF1, comme sa liaison a I’histone H3K9me3 qui marque une
hétérochromatine riche en CpG méthylés, pourraient également servir a la colocalisation de
UHRF1 et Dnmtl aux sites génomiques qui nécessitent une méthylation (Karagianni et al.,

2008).

L’association Dnmtl et UHRF1 est impliquée dans le « gene silencing » de génes
suppresseurs de tumeur comme RBI et pl6™“* (Bostick et al., 2007, Achour et al., 2008,
Jeanblanc et al., 2005) et est un pré-requis pour 1’expression du géne VEGF probablement par
régulation négative du géne p16™** (Achour et al., 2008).

De plus, I’action concertée de Dnmtl et d’UHRF1 serait impliquée dans 1’inactivation par
méthylation du programme de différentiation des cellules progénitrices (Sen et al., 2001).
L’absence de Dnmtl et ’UHRF1 dans des cellules progénitrices épidermiques induit une
différentiation prématurée et une perte de la capacité du tissu a se renouveler. En I’absence de
de Dnmtl, les cellules sortent prématurémment de la phase S, sont arrétées en phase G1 et ne

proliferent plus. Ceci serait du a la capacité de Dnmtl d’inhiber I’expression d’inhibiteurs des

Cdks.
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Meilinger et al., (2009) ont également mis en évidence I’interaction de Np95 avec Dnmt3a

et 3b.

I11.3.3. UHRF1 et modification des histones

UHRF1 est capable de recruter plusieurs enzymes responsables de modifications de la

chromatine et serait un élément-clé dans la répression des genes-cibles.

Le domaine SRA d’UHRF1 recrute HDAC1 (Unoki et al, 2004). UHRF1 est également
capable de se lier a G9a qui est une histone lysine méthyltransférase qui méthyle plus
particulierement 1’histone H3K9. UHRF1 recrute et coopére avec G9a pour inhiber 1’activité
du promoteur de p21 (Kim et al., 2009) qui est un régulateur du cycle cellulaire (inhibition
des cdk) et de I’apoptose. UHRF1 régule I’expression de p21, permettant une prolifération des

cellules, notamment des cellules tumorales.

La méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 est impliquée dans la répression
transcriptionnelle ou encore la formation de I’hétérochromatine. Les effets biologiques de la
méthylation des histones sont médiés par des protéines effectrices qui reconnaissent et se lient
a des profils spécifiques de méthylation. Kariagianni et al., (2008) ont identifi¢ UHRF1
comme étant une nouvelle protéine capable de se lier spécifiquement a H3K9me. Ceci
implique a la fois le domaine PHD (qui définit la spécificité de liaison) et le domaine SRA
(qui favorise I’activité de liaison) d’UHRFI1. H3K9me est nécessaire pour la localisation
correcte ’UHRF1 et Np95 a I’hétérochromatine mais UHRF1 est nécessaire a la stabilisation
de H3K9me. De plus, UHRF1 serait nécessaire pour 1’organisation de la chromatine. En effet,
UHRF1 posséde une activité E3 ligase a I’égard de H3 et cette activité semble impliquée dans
le formation et/ou le maintien de I’hétérochromatine (Karagianni et al., 2008). Les auteurs
proposent un modele dans lequel UHRF1 se lierait a I’histone H3 méthylé et ainsi favoriserait
I’ubiquitination locale de la chromatine. Cet événement pourrait servir de signal pour le
recrutement de molécules telles des méthyltransférases ou des désacétylases qui induiraient la

formation de I’hétérochromatine.

Tip60 est une histone acétyltransférase qui contrdle I’acétylation des histones H2A (H2AKS)
et H4 (H4KS, 8, 12 et 16). Elle est impliquée dans la prolifération cellulaire, 1’apoptose et

dans les mécanismes de réparation de I’ADN (Kimura et Horikoshi, 1998, Squatrito et al.,
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2006, Ikura et al., 2000). Achour et al., (2009) ont montré que Tip60 faisait partie de la
plateforme épigénétique formée par UHRF1, Dnmtl et HDACI1. L’acétylation de 1’histone
H2A est dépendante de la présence d’UHRF1. En effet, les cellules transfectées avec des
SiRNA d’UHRFI1 présentent une diminution de 1’acétylation de I’histone H2A associée a une
augmentation d’expression de Tip60. La capacité d’UHRF1 a recruter Tip60 pour réguler
I’acétylation de I’histone H2A entrainerait une stabilisation du génome. UHRF1 recrute et
module les niveaux d’expression de Tip60 (Achour ef al., 2009). La méthylation de I’ADN,
I’acétylation de I’histone H2A et I’expression d’UHRF1 sont affectées dans les cellules
cancéreuses. Ceci suggere que la dérégulation de ’expression d’UHRF1 pourrait influencer
I’acétylation des histones par la modulation de I’expression et/ou de 1’activité de Tip60. La
diminution d’expression de Tip60 observée dans les cellules cancéreuses pourrait étre

gouvernée par UHRF1 qui régule négativement cette enzyme.

Le domaine TTD d’UHRFI est composé de deux sous-domaines formant une poche
hydrophobique qui peut accueillir la partie N-terminale de 1’histone H3 triméthylée sur la
lysine 9 (Rottach et al., 2009). Cette poche est créée par 3 acides aminés trés conservés
(Phel52, Tyr188, Tyr191) qui forment une cage aromatique. Il est capable de lier I’histone
H3 triméthylée.

I11.3.4. UHRF1, élément central dans les interactions épigénétiques
(interconnexion entre la méthylation de I’ADN et la
modification des histones)

La méthylation de I’ADN ainsi que la modification des histones jouent un réle important dans
la modulation de la structure de la chromatine et de ce fait contrdlent I’expression des genes,
la différenciation cellulaire, la stabilité du génome. Alors que chacune de ces modifications

épigénétiques a été le sujet d’études intensives, leur interconnexion n’est pas bien connue.

UHRF1 est une molécule unique qui relie la méthylation de I’ADN, la méthylation des
histones, la désacétylation et [’ubuquitination des histones et la formation de
I’hétérochromatine par son interaction avec les CpG méthylés, I’histone H3 méthylée,
HDACI1, G9a (Figure 40). Ceci favorise la formation d’hétérochromatine, chromatine inactive
au niveau transcriptionnel. De plus, I’activité E3 ligase d’"UHRF1 ubiquitinyle 1’histone H3. 11
est connu que 1’ubiquitination de 1’histone H3 est requise pour I’initiation de la transcription,

1I’¢longation, le répression des genes et la réparation de I’ADN.
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Ces multiples interactions placent UHRF1 au centre de plusieurs mécanismes épigénétiques

impliqués dans le « gene silencing ».
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Figure 40 : Mode¢le d’interférence d’'UHRF1 avec la méthylation de I'ADN et les modifications des
histones (Hashimoto et al., 2009). Le domaine SRA d’UHRF1 reconnait ’ADN méthylé¢ puis il
recrute Dnmtl pour méthyler le brin d’ADN nouvellement synthétisé. UHRF1 recrute G9a pour
méthyler 1’histone H3K9 qui se lie ensuite aux domaines Tudor ou PHD. UHRF1 recrute alors
HDACI et désacétyle les histones. Les histones se chargent alors positivement et se lient & ’ADN
chargé négativement, entrainant la formation de 1’hétérochromatine.

L'expression de BRCAI est intimement liée a la pathogénése des cancers du sein et est
habituellement supprimée dans les tissus de ce cancer. Jin et al., (2009) ont montré
qu’ UHRF1 induisait des changements épigénétiques impliquant la méthylation de ' ADN, des
modifications des histones (déacéthylation et méthylation) et le remodelage de la chromatine
sur le promoteur du géne BRCAI entralnant son inactivation dans le cancer du sein
sporadiques. UHRF1 et HDACI1, DNMTI, GY9A forment un complexe inhibant Ila

transcription du promoteur du géne BRCA! dans les tumeurs du sein.
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Objectifs

T. gondii persiste dans certains organes immunologiquement privilégiés comme le cerveau ou
I’ceil, ou l'inflammation est limitée et la destruction tissulaire liée a la cytolyse est réduite afin
de préserver l'intégrité fonctionnelle de 'organe infecté¢ (Black and Boothroyd, 2000). Le
parasite persiste au sein d'une vacuole parasitophore ou il redistribue les organites
intracellulaires, en particulier les mitochondries, module la transcription, interfére avec de
nombreux mécanismes physiologiques cellulaires. Par microarrays, plus de mille génes se
sont avérés étre régulés négativement ou positivement par I’infection. Ces geénes ont été
classés en trois classes distinctes : les génes pro-hote, requis pour la défense de I'hote, les
geénes pro-parasite, nécessaires a la croissance du parasite et les genes by-stander,
incidemment modulés par un géne des deux classes précédentes. Parmi les geénes pro-hotes,
on note I'/FN-y, ou I'IL-12. Les geénes pro-parasite vont coder diverses protéines nécessaires
pour: 1) palier a l'auxotrophie du parasite (cholestérol, tryptophane, bases puriques), 2)
bloquer I’apoptose des cellules infectées, ou 3) favoriser la croissance du parasite. 7. gondii
manipule certains facteurs de transcription et notamment NF-xB, HIF-1, STAT3. Les
interactions du parasite avec les voies de signalisation de la cellule-hdte restent largement

méconnues.

L’objectif de ce travail est 1’étude de nouvelles voies de signalisation cellulaire modifiées par
la présence intracellulaire de 7. gondii. Plus particulierement, deux questions auxquelles nous
avons tenté de répondre durant mon travail de thése : 1) L’infection des cellules-hote par
T. gondii induit-elle une dérégulation du cycle cellulaire ? 2) UHRF1 est-il un nouveau

facteur de transcription modulé par le parasite ?

1) L’étude du transcriptome des cellules infectées a permi une meilleure compréhension des
voies de signalisation et des processus métaboliques exploités par le parasite afin de créer

un environnement favorable a sa réplication. Peu d'attention a été¢ accordée cependant a
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2)

déterminer si des changements affectaient le cycle cellulaire de la cellule-hote bien que se
soit un mécanisme largement utilisé par les virus comme le VIH. Cette modulation du
cycle cellulaire des cellules infectées permettrait une transcription plus efficace et une
meilleure réplication virale (He et al., 1995). Dans le cas d’une infection par 7. gondii,
plusieurs protéines ayant des fonctions-clés lors de la mitose sont régulées lors de
I’infection (Nelson et al., 2008). De plus, des changements affectant le cycle cellulaire de
la cellule-h6te moduleraient le développement de 7. gondii et notamment le processus
d’interconversion (Radke et al., 2006). Nous avons donc émis 1’hypothése que 7. gondii

pouvait induire une modulation du cycle cellulaire de la cellule-hote infectées.

Le facteur de transcription UHRF1, découvert par mon co-directeur de thése, présente des
propriétés anti-apoptotiques, des propriétés de modulation du remodelage de la
chromatine et il joue un réle crucial dans la régulation du cycle cellulaire. 7. gondii
module I’expression de geénes (E2F, Rb, p53, p21, ERK), qui régulent ou sont régulés par
UHRF]1. De plus, UHRF1 possede de nombreux sites de liaison a NF-kB, un facteur de
transcription activé lors de I’infection. Nous avons émis I’hypothese, qu’'UHRF1 pourrait
étre un nouveau facteur de transcription dont 1I’expression serait modulée par le parasite,
lui permettant ainsi de controler la machinerie de la cellule-hdte et notamment

I’expression de genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et de I’apoptose.

Ce manuscrit se divise en trois parties :

1) Etude de ’influence de T. gondii sur le cycle cellulaire des cellules-hotes infectées et la

prolifération cellulaire, et implication du facteur de transcription UHRF1 dans la

prolifération parasitaire ;

2) Etude des mécanismes de régulation du géne de la cycline B dans les cellules infectées

et altérations épigénétiques induites par ’infection ;

3) Etude de la régulation de I’expression d’UHRF1 dans les cellules infectées par

T. gondii.

Ces objectifs seront mis en ceuvre in vitro dans un modele cellulaire utilisant les cellules

trophoblastiques BeWo, hormonosécrétantes et a potentiel syncitial. Ce modéle cellulaire est

un mode¢le largement utilisé au sein de notre laboratoire notamment pour étudier le passage

96



transplacentaire du parasite et dans lequel 7. gondii prolifére et persiste (Pfaff ez al., 2005).
L’ensemble de ce travail a été réalisé avec une souche RH de type I mais sera également
complété en utilisant d’autres souches de virulences variées comme une souche Pru de type 11

ou les souches atypiques Lef et RUB.

RESULTATS ET
DISCUSSION
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Partie 1 : Role d’UHRF1 dans la régulation du cycle cellulaire des cellules-
hotes infectées et son influence dans la prolifération intracellulaire de T.
gondii

98



PARTIE I : Role d’UHRF1 dans la régulation du cycle cellulaire des
cellules-hotes infectées et son influence dans la prolifération intracellulaire
de T. gondii

Toxoplasma gondii est capable de modifier le fonctionnement de la cellule qui I’héberge en
détournant a son profit les métabolismes de celle-ci afin de s’y multiplier et établir une
infection chronique. La connaissance de mécanismes physiopathologiques régissant les
relations hote-parasite est donc essentielle pour une meilleure compréhension de la

persistance intracellulaire du parasite et pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

La premicre partie de ce travail a permis de mettre en évidence un nouveau point d’impact de
T. gondii, le cycle cellulaire de la cellule-héte, ainsi qu’un nouveau facteur de transcription,

UHRF1 manipulé par le parasite et essentiel pour sa prolifération.

I. L’infection par T. gondii induit une dérégulation du cycle

cellulaire de la cellule-hote infectée

Parmi les génes dont I’expression est modifiée lors de I’infection, certains comme EGR1, sont
impliqués dans la prolifération cellulaire (Molestina et al., 2005). EGR1 contrdle 1’expression
de genes comme ceux des cytokines, des facteurs de croissance, des protéases et de nombreux
autres impliqués dans la tumorogenése. Dans les fibroblastes infectés par 7. gondii,
I’expression des génes codant pour la cyclin D1 ou FGF7 (Fibroblast Growth Factor 7) est
¢galement modulée (Blader et al., 2001). Ceci pourrait avoir pour conséquence, une
modulation du cycle cellulaire des cellules-hdtes infectées.

La régulation du cycle cellulaire des cellules infectées est un mécanisme largement reconnu et
utilisé par les virus. Par exemple, le virus VIH-1 posséde une protéine virale Vpr qui arréte la
progression du cycle cellulaire en phase G2/M, en empéchant I'activation du complexe
cycline B/Cdkl qui est requis pour l'entrée en mitose et en activant p21. L’arrét du cycle
cellulaire est accompagné d’une inhibition presque compléte de 1’activité de la kinase Cdkl
(He et al., 1995). Vpr bloque la déphosphorylation de Cdk1, déphosphorylation requise pour

la transition des cellules en mitose puisqu’elle inhibe Cdkl. De plus, Vpr inhibe la
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phosphatase Cdc25, active la kinase Weel pour promouvoir la phosphorylation de Cdkl
(Yuan et al., 2004, Elder et al., 2000, Zhao et Elder., 2005). L’ activation de Weel serait due a
une cascade de phosphorylations impliquant PP2A (Protein Phosphatase 2 A) (Elder et al.,
2001). L’arrét en phase G2 du cycle cellulaire des cellules infectées permettrait une
transcription plus efficace et une meilleure réplication virale.

Parmi les Apicomplexae, I’exemple le plus frappant est celui de Theileria. L’infection
entraine une prolifération incontrdlée des lymphocytes infectés, ceci impliquant probablement
une activation de certaines voies de signalisation par le parasite (TNF, PI3 kinase, NF-kB)
(Guergnon et al., 2003). Leishmania, un parasite intracellulaire obligatoire des macrophages,
inhibe la prolifération cellulaire (arrét des cellules en phase GO/G1) via les inhibiteurs des

Cdks, p21 et p27 (Kuzmenok et al., 2005).

Peu de choses sont connues sur I’impact de 7. gondii sur la prolifération et le cycle cellulaire
des cellules infectées. Des études préliminaires ont étudié 1’influence du cycle cellulaire sur la
susceptibilit¢ des cellules a I’infection (Youn et al., 1991, Grimwood et al., 1996). Les
auteurs ont montré que l'attachement du parasite a la cellule-hdte faisait intervenir une
interaction spécifique via des récepteurs présents, a une fréquence plus élevée durant la phase
S du cycle cellulaire de la cellule-hdte. L’attachement du parasite a la cellule-héte diminue
lorsque celle-ci progresse en phase G2. Radke et al., (2006) ont également montré que le
statut de prolifération de la cellule-hdte définissait un environnement plus ou moins favorable
au développement parasitaire. CDA1 (cell division auto-antigen-1) régule négativement le
cycle cellulaire et son activité est modulée par sa phosphorylation par certains couples
cycline/Cdk (Chai et al., 2001). La surexpression de CDA1 dans les cellules entraine un arrét
de la prolifération cellulaire et inhibe la syntheése de ’ADN en phase S. Ceci s’accompagne
d’une activation et d’'une augmentation d’expression de p21, inhibiteur des Cdks (Tu et al.,
2007). La surexpression de CDA1 dans les cellules infectées inhibe la réplication parasitaire
et induit I’expression de protéines spécifiques des bradyzoites (Radke et al., 2006). Ceci
suggere que des changements affectant le cycle cellulaire de la cellule-hdte et sa machinerie
sont capables a leur tour de moduler le développement de 7. gondii en modifiant

I’environnement intracellulaire de la cellule qui I’héberge.

La possibilité d’une modulation par 7. gondii du cycle cellulaire de la cellule-hote ainsi que
de sa prolifération est soutenue par plusieurs observations : le recrutement du MTOC a la
membrane de la vacuole parasitophore et la réorganisation de microtubules pourraient

compromettre la progression du cycle cellulaire vers la mitose (Coppens et al., 2006) ;
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plusieurs protéines (dynactine 2, lamine B2 et la prohibitine) ayant des fonctions-clés lors de
la mitose sont régulées lors de I'infection (Figure 41) (Nelson et al., 2008). Ces deux
mécanismes pourraient interférer avec I’initiation et la progression du cycle cellulaire en

mitose.
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Figure 41 : Diagramme montrant la répartition par catégorie fonctionnelle des protéines modulées lors
de I’infection par 7. gondii. Le diagramme du haut montre les protéines régulées positivement et celui
du bas montre les catégories fonctionnelles de protéines régulées négativement durant 1’infection
(Nelson et al., 2008).

L.1. T. gondii induit un arrét de prolifération ainsi qu’un arrét en phase

G2/M du cycle cellulaire des cellules infectées

Dans cette premiere partie de notre travail, nous nous sommes attachés a analyser 1’éventuelle
dérégulation du cycle cellulaire de la cellule-hote infectée par 7. gondii. Par cytométrie en

flux, nous avons analysé le cycle cellulaire des cellules infectées par 7. gondii. Nos données

101



montrent que le parasite induit un arrét du cycle cellulaire en phase G2 et une inhibition de la
prolifération des cellules-hotes infectées. Le parasite empéche donc le passage des cellules
infectées en mitose ce qui explique 1’arrét de la prolifération cellulaire. Il est intéressant de
noter qu’une autre équipe a également mis en évidence une dérégulation du cycle cellulaire
des cellules infectées par 7. gondii (Molestina et al., 2008). De plus, cette équipe a montré
que dans les cellules infectées, il y avait peu de changement du profil d’expression de genes
impliqués dans la régulation du déroulement de la mitose, ce qui est compatible avec

I’apparent blocage de la réponse mitotique.

Nous avons également observé que le parasite avait la capacité de provoquer le passage de la
phase GO/G1 a S puis G2/M de fibroblastes a confluence ou de cellules synchronisées en
phase G1. Ceci pourrait signifier que 7. gondii préfére et maintient la cellule infectée en phase
G2 pour sa prolifération. Lavine ef al., (2008) ont également observé que le parasite affectait
le cycle cellulaire des cellules infectées mais également celui des cellules voisines non
infectées. 7. gondii relargue ou induit le relarguage, par les cellules infectées, d’un facteur
qui induit I’entrée en phase S des cellules voisines non infectées. Ceci pourrait permettre une

adhésion et une invasion plus rapide des cellules par les parasites extracellulaires.

I.2. Profils d’expression des protéines régulatrices du cycle cellulaire en

réponse a I’infection

La progression du cycle cellulaire des cellules eucaryotes met en jeu [’activation et
I’inactivation des Cdks en association avec leur cycline respective. L’entrée en mitose est
dépendante du couple cycline B/Cdkl. L’activation compléte des Cdks, nécessaire pour la
progression normale du cycle cellulaire, requiert leur liaison a une cycline, la suppression des
phosphorylations inhibitrices et la présence d’une phosphorylation activatrice. La
phosphorylation inhibitrice sur 2 acides aminés voisins (tyrosine 15 et thréonine 14) est
réalisée par la protéine kinase Wee-1 et supprimée par la famille des protéines phosphatases
Cdc25. La phosphorylation activatrice est réalisée sur les résidus thréonine 161 ou 160 par les

kinases CAKs (Figure 42).
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Figure 42 : Transition G2/M (d’aprés Brunet ef al., 2008).
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L’arrét en phase G2 du cycle cellulaire des cellules infectées peut se faire par la modulation

d’une ou de plusieurs molécules-clés impliquées dans cette transition :

Point d’impact Mécanismes proposés

Une dégradation ou inhibition de synthése de la cycline B
impliquerait une absence de formation possible du complexe
cycline B/Cdk1
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- Une phosphorylation inhibitrice de Cdk1 sur la Tyrl5 et la Thr14
inactiverait Cdk1. C’est le mécanisme proposé dans le cas du VIH.
- Une absence de phosphorylation activatrice sur la Thr161 de
Cdkl I’inactiverait.
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p21

p21 serait sous sa forme non phosphorylée donc active et inhiberait
le cycle cellulaire
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L’augmentation d’expression de p53 activerait p21 et inhiberait la
progression du cycle cellulaire vers la mitose
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Kinases

: Wee-1 et CAK

- L’activation de Wee-1 phosphorylerait les sites de phosphorylation
inhibitrice de Cdkl et I’inhiberait (point d’impact avéré de la
protéine Vpr du VIH)
- L’inhibition de CAK induirait 1’absence de phosphorylation de les
thréonine 160 et/161.
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Phosphatase : Cdc25

L’inhibition de Cdc25 induirait I’absence de déphosphorylation de la
tyrosine et de la thréonine et inactiverait Cdkl1 (point d’impact avéré
de la protéine Vpr du VIH)
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Par Western Blot nous avons analysé 1’expression de protéines impliquées dans la régulation

du cycle cellulaire.

Dans le cas de I'infection par 7. gondii, nous avons constaté une rapide diminution de la

cycline B dans les cellules infectées, 1'origine de cette baisse restant a explorer.
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Si I’expression de Cdkl totale reste inchangée, I'expression de sa forme inactive Tyrl5-
phosphorylée augmente aprés 3 h d'infection puis diminue progressivement parallélement a la
baisse de la cycline B, laissant la forme active croitre proportionnellement, sans pour autant
surmonter l'arrét du cycle en phase G2/M. En méme temps, la p21 voit sa forme hyper-
phosphorylée, qui favorise la transition G2/M augmenter. Quant a p53, elle augmente jusqu'a
6h puis décroit. La diminution de 1’expression de p53 est en corrélation avec la résistance a
I’apoptose observée dans les cellules infectées. L’inactivation de p21 pourrait favoriser le
développement de bradyzoites. En effet, dans le cas du VIH, I’activation de p21 est associée a
la réplication virale dans les macrophages et son inactivation favoriserait la forme de latence

du virus (Chowdhury et al., 2003, Vazquez et al., 2005, Cherrier et al., 2009).

La régulation négative du géne de la cycline B semble étre responsable de I’arrét en phase G2
du cycle cellulaire puisque les autres molécules impliquées dans la régulation de la phase

G2/M sont normalement régulées.

Cependant, nous n’avons pas étudié 1’état de phosphorylation activatrice de la thréonine et
I’on ne peut exclure un effet de ’infection, en 1’occurrence une déphosphorylation, sur les
thréonines 160 ou 161. Les phosphatases PP2C (Ser/Thr protein phosphatases C)
déphosphorylent la phosphorylation activatrice des Cdks. Cette déphosphorylation est
impossible lorsque les cyclines sont liées aux Cdks (Cheng et al., 1999, De Smedt et al.,
2002). Ainsi, la surexpression de PP2C dans les cellules induit un arrét du cycle cellulaire en
phase G2/M pouvant impliquer potentiellement deux voies de régulation: 1) une
déphosphorylation directe de Cdk1 sur la thréonine 161 ; 2) I’induction de I’expression de p21
par D’activation de p53 (Ofek et al., 2003). Dans cette deuxiéme voie, p21 bloquerait le
complexe Cycline B / Cdk 1 provoquant ainsi le maintien de I’arrét en G2. La protéine p21
peut, soit inhiber Cdkl, soit bloquer la CAK. Une protéine de rhoptrie toxoplasmique a
récemment été retrouvée dans le noyau de la cellule-hote et elle présente des homologies de
séquence avec les protéines PP2C. On ne connait pas encore le substrat de cette PP2C
toxoplasmique dans le noyau de la cellule-hote mais Cdkl pourrait en étre un. De plus,
I’activité¢ de PP2C s’exercant sur les Cdks qui ne sont pas complexées a leur cycline 1’absence
de cycline B dans les cellules infectées favoriserait I’action de PP2C. Ainsi, la PP2C
toxoplasmique pourrait participer a I’arrét du cycle cellulaire des cellules-hotes infectées en
phase G2. Ceci pourrait étre vérifié en utilisant des parasites Knock down pour PP2C ou en

utilisant des inhibiteurs de cette phosphatase.
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La kinase Wee et la phosphatase Cdc25 sont régulées par des mécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation. Nous ¢largirons nos analyses qualitatives a d’autres
cibles potentielles par une étude de la variation de la phosphorylation par Bioplex de
molécules impliquées dans la régulation de la transition G2/M : Wee-1 (qui est inhibée par

phosphorylation) ou Cdc25 (qui est activée par phosphorylation).

La diminution d’expression de la cycline B observée jusqu’a 24 heures d’infection semble
étre responsable de I’arrét en phase G2 du cycle cellulaire bien que les mécanismes y
contribuant ne soient pas ¢lucidés. Le facteur de transcription UHRF1 est reconnu comme
étant impliqué dans la régulation du cycle cellulaire lors de la phase G1/S. Il est
indispensable a la progression du cycle cellulaire des cellules infectées par 7. gondii vers la
phase S et G2/M puisque les cellules transfectées par des SIRNA-UHRF1, synchronisées ainsi

en phase G1, restent bloquées dans cette méme phase.

Nos résultats suggerent donc que le parasite induit une entrée en phase S des cellules infectées
(en controlant UHRF1) et perturbe le processus mitotique en bloquant ces cellules en G2/M
(Figure 43). La perturbation du cycle cellulaire des cellules-hotes impacterait le propre
schéma de prolifération intracellulaire du parasite lui-méme. Les mécanismes par lesquels le
parasite régulerait 1’expression d’UHRF1 restent encore a élucider. UHRF1 est notamment
régulé par le facteur de transcription E2F1. L’expression de celui-ci étant augmentée par
I’infection (Molestina et al., 2008), il pourrait participer, sous le controle du parasite, a la

modulation de I’expression d’UHRF1 dans les cellules-infectées.

Figure 43 : Mécanisme proposé d’association entre la cellule-hote et 7. gondii (Brunet et al., 2008).

I1 existe de multiples avantages pour 7. gondii a arréter le cycle cellulaire de la cellule-hote.

On peut penser que les structures cellulaires de 1’hote avec lesquelles le parasite interagit
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(comme le MTOC) ne soient pas accessibles a d’autres stades du cycle cellulaire que le stade
G2/M (Walker et al., 2008). De plus, le parasite induit une réorganisation des microtubules de
la cellule-hote autour de la vacuole parasitophore essentiellement pour 1’acquisition de
nutriments comme les lipides (Figure 44). Cette réorganisation pourrait étre compromise par
la poursuite de la progression du cycle cellulaire vers la mitose. Cette intime association entre
le parasite et les microtubules de la cellule-hdte pourrait induire une suppression de la
division cellulaire et/ou causer le défaut de passage en mitose observé dans les cellules

infectées.

% FER

Figure 44 : Réorganisation des microtubules dans les cellules infectées par 7. gondii. A) Les cellules
non infectées (UI) ou infectées (I) sont fixées et marquées avec 1’anti-a-tubuline et le DAPI (bleu).
Une accumulation des microtubules est observée autour de la vacuole parasitophore (PV). Les
microtubules se réorganisent autour des vacuoles parasitophores par rapport aux cellules non infectées
ou ils sont diffus (Walker et al.,2008).

Le blocage du cycle cellulaire pourrait permettre une multiplication adéquate du parasite
comme c’est le cas pour le VIH, ou l'arrét en phase G2/M est associ¢ a une meilleure
réplication virale.

Enfin, cet effet pourrait retarder ou empécher 1’apoptose des cellules infectées et ainsi
permettre la multiplication parasitaire dans chaque cellule infectée sans lyse prématurée de la
cellule. Une des voies par laquelle I’apoptose est induite implique I’activation prématurée de

Cdk1 (déphosphorylation) (Shi et al., 1994, Chen et al., 1995). L’expression de la kinase Wee
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prévient 1’induction de I’apoptose par cette voie. Par analogie, une protéine parasitaire
pourrait de fagon similaire bloquer 1’apoptose en prévenant 1’activation de Cdkl. Un des
mécanismes par lesquels les lymphocytes T cytotoxiques détruisent les cellules-cibles
infectées est I’induction de 1’apoptose, induite, au moins en partie, par les granzymes qui
activent Cdk1 (Shi et al., 1994). De plus, il a été montré que les lymphocytes T cytotoxiques
tueraient moins efficacement les cellules qui sont arrétées dans la progression du cycle
cellulaire que celles qui proliférent (Nishioka et Welsh, 1994). C’est pourquoi en bloquant
I’activation prématurée de Cdkl, le parasite pourrait augmenter la résistance des cellules
infectées a 1’apoptose médiée par les lymphocytes T cytotoxiques. Ceci ne nécessite pas
obligatoirement un arrét des cellules en phase G2, mais seulement la prévention de
I’activation de Cdk1. En effet, toutes les cellules infectées ne sont pas arrétées en phase G2 du
cycle cellulaire, et de ce fait, ces cellules non encore arrétées mais dans lesquelles Cdk1 serait

inactivée pourraient étre protégées de I’apoptose.

Nos résultats suggerent que I’infection par 7. gondii induit une dérégulation du cycle
cellulaire de la cellule-hdte infectée, ce qui semble étre une exigence pour la prolifération du

parasite durant sa phase de multiplication intracellulaire.

II. UHRF]1 est requis pour la prolifération intracellulaire de T. gondii

Précédemment, nous avons montré que 1’expression de nombreux genes impliqués dans la
prolifération cellulaire était modulée lors de I’infection (Blader et al., 2001, Molestina et al.,
2005) et que 7. gondii induisait une dérégulation du cycle cellulaire de la cellule-hote
infectée (Brunet et al., 2008). UHRF1 est un facteur de transcription impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire et son absence dans les cellules infectées empéche la
progression du cycle cellulaire de ces cellules en phase G2/M. Nous avons donc émis
I’hypothése qu’UHRF1 pourrait étre important pour la prolifération intracellulaire de

T. gondii.

Nous avons démontré que I’infection induit une augmentation d’expression UHRF1. De plus,
en supprimant D’expression d’UHRFI1 par I’utilisation de SiRNA-UHRFI, nous avons
observé que la prolifération parasitaire était séverement réduite. Les capacités d’invasion du
parasite ne semblent pas altérées. De plus, cette inhibition de prolifération n’induit pas pour

autant 1’apparition de bradyzoites et donc le développement de kystes, ce qui fait I’UHRF1
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une cible thérapeutique intéressante. Toutefois, les expériences n’ont été réalisées qu’avec la
souche virulente RH de type I dont les capacités d’enkystement sont limitées et ceci devra
étre confirmé en utilisant des souches kystogenes. Nous avons également démontré que
I’infection par 7. gondii entralnait une activation du promoteur du geéne whrfl dans les

cellules infectées par 7. gondii (Figure 45).

UHRF1-luc ( Relative luciferase activity )

0 -
0 1 3 6 12 24
Temps d’infection (h)

Figure 45 : Activité du promoteur d ‘uhrfl dans les cellules BeWo infectées par 7. gondii. Les cellules
BeWo sont transfectées pendant 24 heures (2ug / puits) avec du FuGen par le plasmide pGL3-
UHRF1-Luc puis infectées par 7. gondii durant 0, 1, 3, 6,12 et 24 heures. L’ activité du promoteur du

géne uhrfl est déterminée par la mesure de 1’activité luciférase (* 0,01< p < 0,05).

Les mécanismes conduisant a 1’activation d’UHRF1 dans les cellules infectées restent a
¢lucider. Plusieurs facteurs de transcription de la cellule-hote, y compris HIF1, STAT3,
STAT®G, et, dans certains cas, NF-kB sont activés dans les cellules-hotes infectées par
Toxoplasma. Une autre hypothése expliquant I’activation du gene whrfl pour des temps
précoces d’infection et la surexpression de la protéine pour des temps plus longs pourrait
impliquer des facteurs augmentant la demi-vie de cette protéine. L’infection par 7.gondii

pourrrait empécher la dégradation d’UHRF1 en entrainant des modifications post-
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traductionnelles d’UHRF1, ou en inhibant sa dégradation par le protéasome.
L’activation de certains de ces facteurs de transcription est supposée €tre régulée par des
facteurs parasitaires localisés dans une grande variété d'organites parasitaires, y compris les
rhoptries, les micronémes et les granules denses. Deux protéines de rhoptries ROP16 et PP2C
sont les seules protéines parasitaires connues a I’heure actuelle pour étre présentes tres tot
apres ’infection dans le noyau de la cellule-hote et pourraient de ce fait interférer avec les
voies de signalisation impliquant UHRF1 comme c’est le cas pour STAT (Yamamoto ef al.,
2009). Toxoplasma peut aussi moduler positivement ou négativement NF-kB. La régulation
de NF-xB par Toxoplasma et l'activation d’UHRF1 sont-elles liées ? Ce point reste a

approfondir.

Plusieurs facteurs de transcription sont connus pour étre modulés par 7. gondii mais seul
HIF1 est indispensable pour la prolifération parasitaire en condition d’hypoxie. Il pourrait
étre impliqué dans la croissance parasitaire de par les génes qu’il régule et qui sont impliqués

dans la survie cellulaire, le métabolisme du fer et du glucose et la prolifération cellulaire.

Dans cette étude, nous avons montré qu’UHRF1 était un nouveau facteur de transcription de
I’héte dont I’expression était modulée par 1’infection parasitaire et qui €tait indispensable a la
multiplication de 7. gondii par un mécanisme inconnu a I’heure actuelle. Plusieurs
hypotheses peuvent étre émises : premicrement, UHRF1 étant un facteur de transcription, il
est plus susceptible de favoriser la croissance du parasite par la modulation de I'expression de
certains genes-cibles comme ceux impliqués dans la régulation du cycle cellulaire ou
I’apoptose. L’étude des geénes-cibles d’UHRF1 dans les cellules infectées constituera un axe
de recherche de nos futurs travaux afin d’identifier ceux qui sont importants pour la
croissance parasitaire. Il est a not¢ qu’'UHRF1 se lie au promoteur du géne p21/ et inhibe son
activité (Kim et al., 2009). Dans le cas de I’infection par 7. gondii, la sur-expression
d’UHRF1 pourrait participer a [D’absence d’expression de p2l1 active observée.
Deuxiemement, UHRF1 étant associé a la régulation du cycle cellulaire et notamment au
contrdle du passage en phase S, il pourrait étre impliqué dans la favorisation de ce passage
dans les cellules infectées. 7. gondii prolifére a 1’intérieur d’une vacuole parasitophore qui
s’¢largit au cours du temps et peut éventuellement occuper la totalité du cytoplasme de la
cellule-hote. L’induction et le maintien d’une réponse proliférative dans les cellules infectées
par T. gondii, permettrait de satisfaire aux exigences de croissance intracellulaire du parasite
et notamment que la cellule-hote puisse accueillir ’accroissement de la vacuole

parasitophore au sein de son cytoplasme pendant plusieurs jours ou plusieurs mois. Pour que
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cet environnement ne soit pas menacé par la division cellulaire et le déclenchement de la
mitose, 7. gondii induit également un arrét du cycle cellulaire en phase G2. La réponse
proliférative accrue dans les cellules infectées pourrait également expliquer le fait que les
cellules infectées arborent plus de mitochondries et de réticulum endoplasmique que les
cellules non infectées (Walker et al., 2008). En effet, le nombre de mitochondries par cellule
est régulé par l'activité cellulaire, et la réplication de 'ADN mitochondrial est en partie
réalisée pendant la phase S du cycle cellulaire.

Enfin, UHRFI est un facteur-clé des modifications épigénétiques, reliant la méthylation de
I’ADN et la modification des histones et ainsi est impliqué dans les phénoménes de « gene
silencing ». La surexpression d’UHRF1 dans les cellules infectées pourrait étre utilisée par le
parasite pour moduler le génome de la cellule-hote. Les expériences futures nous permettront
de déterminer la nature des genes controlés par UHRF1 au cours de I’infection par 7. gondii.
Ces expériences sont importantes car UHRF1 représente une cible thérapeutique attractive
car il pourrait réguler des génes importants pour la croissance parasitaire. Il est impliqué dans
certains cancers et les efforts réalisés dans la recherche de thérapies anticancéreuses ciblant

UHRF1 pourraient étre appliquées dans des thérapies anti-toxoplasmiques.
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Article I: Toxoplasma gondii exploits UHRF1 and induces host cell
cycle arrest at G2 to enable its proliferation.
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Résumé de la publication

T. gondii est un parasite intracellulaire qui persiste dans certains organes immunologiquement
privilégiés comme le cerveau ou I’eil, ou l'inflammation est limitée et la destruction tissulaire
liée a la cytolyse est réduite afin de préserver l'intégrit¢ fonctionnelle de l'organe infecté
(Black and Boothroyd, 2000). Il est généralement cliniquement quiescent mais peut parfois
étre réactivé chez le sidéen ou lors d'une toxoplasmose congénitale. Dans la vacuole
parasitophore, le parasite redistribue les organites intracellulaires, module la transcription,
interfére avec de nombreux mécanismes physiologiques cellulaires (Coppens and Joiner,
2001). L’identification de nouvelles voies de signalisation ou de nouveaux facteurs de
transcription modulés par le parasite permettrait d’établir de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Dans ce contexte, nous avons voulu savoir si Toxoplasma pouvait influencer

le cycle cellulaire des cellules-hotes infectées. Dans les cellules trophoblastiques BeWo, nous
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avons observé un arrét du cycle cellulaire de la cellule-héte infectée par 7. gondii. Cet arrét de
la prolifération n'est pas spécifique des cellules trophoblastiques puisque les fibroblastes
NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) voient également leur prolifération s'arréter
lorsqu'ils sont infectés. L'arrét du cycle cellulaire est effectué en phase G2/M. 1l est intéressant
de constater que le parasite a également la capacité¢ de provoquer le passage de GO/G1 a S
puis G2/M de cellules NHDF a confluence ou de cellules trophoblastiques traitées a la L-
Mimosine, molécule qui bloque le cycle cellulaire en phase G1. Sur le plan moléculaire, de
nombreuses perturbations des protéines impliquées dans la régulation du cycle sont observées.
Nous constatons une diminution rapide du pool de cycline B dans les cellules infectées,
l'origine de cette baisse restant a explorer. Si I’expression de la Cdkl totale reste inchangée,
l'expression de sa forme inactive Thr14/Tyr15-phosphorylée augmente apres 3 h d'infection
puis diminue progressivement parallélement a la baisse de la cycline B, laissant la forme
active croitre proportionnellement, sans pour autant surmonter l'arrét du cycle en phase G2/M.
En méme temps, la p21, inhibant le cycle cellulaire en agissant sur le complexe cycline B-
Cdkl, voit sa forme hyper-phosphorylée active augmenter. p53, quant a elle, augmente
jusqu'a 6h puis décroit, tandis qu'un facteur de transcription UHRF1, impliqué aussi dans la
régulation du cycle cellulaire, augmente de facon réguliere au cours de l'infection. Ainsi,
UHRF1, sous le contrdle du parasite, assure le passage G1/S puis contribue au blocage final
des cellules en G2/M. Afin d'apprécier I’implication d’UHRFI1 dans la croissance
intracellulaire du parasite, nous avons inhibé UHRF1 en transfectant avec des SiRNA
d’UHRF1 des cellules infectées. Ceci s’est traduit par une baisse de 50% de la croissance
parasitaire. Avec HIF1 (Spear et al., 2006), il s'agit du deuxiéme facteur de transcription
connu pour é&tre impliqué dans la croissance parasitaire, ouvrant ainsi de nouvelles
perspectives thérapeutiques par l'investigation des voies ou genes controlés par ce facteur de

transcription.
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Partie 2 : Etude des mécanismes de régulation du géne de la cycline B dans
les cellules infectées et altérations épigénétiques induites par I’infection
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PARTIE Il : Mécanismes de régulation du géne de la cycline B dans les
cellules infectées et altérations épigénétiques induites par ’'infection.

Le parasite a développé différentes stratégies pour promouvoir sa survie et sa prolifération
intracellulaire. L’une d’entre elle est d’induire une dérégulation du cycle cellulaire de la
cellule-hoéte ainsi que de certains régulateurs du cycle cellulaire. C’est le cas de la cycline B et
du facteur de transcription UHRF1. La deuxiéme partie de ce travail porte sur 1’étude de la
régulation de la cycline B lors de I’infection par 7. gondii et de I’'implication d’UHRF1 dans
la modulation de I’expression de cette cycline. UHRF1 étant un ¢élément central dans les
interactions ¢épigénétiques, nous nous sommes également intéressés aux altérations
épigénétiques induites par ’infection et impliquées dans la modulation du cycle cellulaire des

cellules-hotes infectées.

I. Résultats

I.1. T. gondii exploite UHRF1 pour supprimer I’expression de la cycline B

Les résultats acquis montrent que l’infection par 7. gondii conduit a un arrét du cycle
cellulaire de la cellule-hdte en phase G2 et a I’inhibition de la prolifération des cellules-hotes.
Nous avons constaté une rapide diminution de la cycline B dans les cellules infectées couplée

a I’augmentation d’expression d’UHRF1.

L’expression des protéines UHRF1 et cycline B a été analysée par Western blot a partir
d’extraits cellulaires infectés par la souche RH de type I avec un rapport 1/1. Le dosage de
I’ARNm codant pour UHRF1 et la cycline B, par RT-PCR quantitative, montre une
augmentation significative de 1’expression de I’ARNm UHRF1 jusqu’a 3 heures d’infection
et une diminution du messager de la cycline B au cours de I’infection. Cette diminution est
parallele a celle de la protéine de la cycline B alors que 1’expression d’UHRF1 augmente

régulierement pendant I’infection (Figure 46).
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Figure 46 : Mesure de 1’expression des protéines et des ARNm d"UHKEF1 et de la cycline B dans les
cellules BeWo infectées par T. gondii. Les cellules BeWo sont infectées pendant 0, 3, 6, 12 et
24 heures par T. gondii. L’analyse des variations de protéines est effectuée par Western Blot et celle
des ARNm par RT-PCR quantitative. Les données représentent la moyenne et les écarts-types de 3
expériences distinctes (* p<0.05 et ** p<0.02).

Nous nous sommes intéressés a la possible implication d’UHRF1 dans la régulation de la
cycline B. En effet, le promoteur du géne de la cycline B posséde de nombreux sites de liaison
pour UHRFI1. Par immunoprécipitation de la chromatine, nous avons étudi¢ la liaison
d’UHRF1 au promoteur de la cycline B dans les cellules infectées. Nous observons que

I’infection par 7. gondii accroit la liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B (Figure 47).
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Figure 47 : Liaison d’UHRF1 sur le promoteur du géne de la cycline B. Les cellules BeWo sont

infectées par 7. gondii durant 0, 1, 3, 6 et 12 heures. La liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B
est analysée par immunoprécipitation de la chromatine.

Nous avons ensuite supprimé 1’expression d’UHRF1 en utilisant des SiRNA-UHRF1 et
observé I’expression de la cycline B par Western blot. Les cellules transfectées avec le
plasmide SiRNA-EGFP sont utilisées comme contréle. Contrairement au groupe contrdle ou
I’expression de la cycline B diminue en présence d’UHRF1 et avec I’infection, 1’expression

de la cycline B augmente dans les cellules transfectées avec les SIRNA-UHRF1 (Figure 48).
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EGFP-=iRMNA — I —
aCycline B
UHRFI1-gsiRMg | = . — —

rEereay & = ]
ahctine
e —

Figure 48 : Mesure de I’expression de la cycline B dans les cellules BeWo infectées par 7. gondii en
I’absence d’UHRF1. Les cellules BeWo sont transfectées avec soit SIRNA-UHRFI1, soit SIRNA-
EGFP pendant 24 heures puis infectées pendant 0, 3, 6, 12 et 24 heures par T. gondii. L’analyse des

variations protéiques est effectuée par Western Blot avec des anticorps anti-UHRF1 et anti-cycline B,
I’actine servant de standard.
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Nos résultats indiquent que la cycline B est un geéne contrdlé par UHRF1 lors de 1’infection
par T. gondii et qu’'UHRF1 régule négativement le géne de la cycline B entrainant un arrét du

cycle cellulaire des cellules infectées en phase G2.

I.2. Altérations épigénétiques induites par I’infection

UHRF1 est un facteur de transcription capable de se lier aux promoteurs des geénes qu’il
régule sur les CCAAT box (Hopfner et al., 2000). Cette liaison est régulée par
phosphorylation (Trotzier et al., 2004). Cependant, UHRF1 présente aussi une affinité pour
les CpG méthylés. Le promoteur du gene de la cycline B présente plusieurs CCAAT box et
plusieurs ilots CpGs. A coté de sa capacité a se lier a I’ADN, UHRF1 joue un role important
dans le remodelage de la chromatine par des interactions avec les enzymes modifiant les
histones.

La méthylation est une marque épigénétique importante qui est associée a une faible
expression ou a une inactivation des geénes. Elle est réalisée par des enzymes appelées DNA
methyltransferases (Dnmt). Dnmtl est la principale enzyme responsable du maintien de la
méthylation aprés la réplication. Dnmt3a et 3b sont responsables de la méthylation « de
novo ». Certains virus sont capables d’induire une méthylation de certains genes-hotes en
particulier pour supprimer la réponse immunitaire de 1’hote. Le virus de 1’hépatite B et
notamment la protéine HBx (hepatitis B virus X protein) est capable d’interagir avec Dnmt3a
pour moduler I’expression de certains genes (Zheng et al., 2009).

Suivant notre hypothese, la surexpression d’UHRF1 dans les cellules infectées pourrait étre
utilisée par le parasite pour moduler le génome de la cellule-hote infectée via des

modifications épigénétiques.

Afin d’¢lucider les mécanismes permettant 8 UHRF1 de se lier au promoteur du geéne de la
cycline B, nous avons étudié, dans un premier temps, sa possible liaison aux CpG méthylés et

dans un deuxi¢me temps, sa liaison aux CCAAT du promoteur du géne de la cycline B
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I.2.1. Modulation de I’expression des DNA methyltransferases lors de

I’infection

Pour étudier I’effet de l’infection sur I’expression des Dnmts, nous avons analysé leurs
profils d’expression lors de I’infection par RT-PCR quantitative (Figure 49). Nous observons
que I’expression des ARNm des Dnmts augmente de fagon séquentielle lors de I’infection.
Alors que Dnmt3a est induite trés tot apres I’infection, Dnmtl et 3b sont induites plus
tardivement. L’infection induit I’expression des Dnmts et pourrait également augmenter leur
activité. Ceci pourra étre vérifié en mesurant 1’activité des promoteurs de ces différentes

enzymes couplés a la luciférase.
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Figure 49 : Mesure de I’expression des ARNm des Dnmts dans les cellules BeWo infectées par
T. gondii. Les cellules BeWo sont infectées pendant 0, 3, 6, 12 et 24 heures par T. gondii. L’analyse
des variations des ARNm par RT-PCR quantitative. Les données représentent la moyenne et les
écarts-types de 3 expériences distinctes (* p<0.05 et ** p<0.02).

L’infection induit une augmentation d’expression séquentielle des Dnmts qui, apres 24 heures
d’infection pour Dnmtl et 3b et aprés 3 heures d’infection pour Dnmt3a, voient leur
expression régulée négativement. L’expression extensive de Dnmtl entraine une mortalité
embryonnaire chez la souris (Biniszkiewicz et al., 2002). L’expression de Dnmt3a a ¢été
rapportée comme diminuant la viabilité chez la drosophile (Lyko et al., 1999), ceci suggere

que la méthylation de novo non spécifique par une activité excessive de ces enzymes pourrait
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étre néfaste dans ce modele animal. Une augmentation trop importante et continue de
I’activité des Dnmts pourrait entrainer une apoptose des cellules, alors qu’une régulation fine
et appropriée de D’activité des Dnmts par le parasite conduisant a 1’hyperméthylation de
certains genes semble plus appropriée. De plus p53 régule en partie 1’expression des Dnmts
(Park et al., 2005). La transcription de Dnmtl est réprimée par pS3 (Peterson et al., 2003), or
dans les cellules infectées, I’expression de p53 diminue aprés 6 heures d’infection. Ainsi,
I’inhibition de p53 dans les cellules infectées pourrait expliquer en partie I’induction de

Dnmtl.

1.2.2. Induction d’une hyperméthylation du génome de la cellule-

héte par T. gondii
Pour déterminer si les altérations dans I’expression des Dnmts lors de I’infection pouvaient
influencer la méthylation globale du génome de la cellule-hote infectée, nous avons
caractérisé la méthylation de I’ADN par la technique du bisulfite. Le traitement au bisulfite
des CpG non méthylés convertit la cytosine en uracile, tandis que les cytosines méthylées ne
sont pas converties. Nous observons que la proportion d’ADN méthylé augmente avec

I’infection alors que la proportion d’ADN non méthylé diminue avec I’infection (Figure 50).
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Figure 50 : Méthylation de I’ADN des cellules BeWo infectées par 7. gondii. Les cellules BeWo sont
infectées par 7. gondii pendant 0, 1, 3, 6 et 12 heures avec un rapport d’infection de 1/1. L’ADN est
extrait et traité au bisulfite. La méthylation de la séquence LINE1 est analysée par PCR avec des
primers spécifiques des séquences méthylées (M) et non méthylées (NM).

L’infection par 7. gondii induit donc une hyperméthylation d’une partie du génome des

cellules-hotes.

Nous avons montré que 7. gondii pouvait réguler certaines modifications épigénétiques et

notamment la méthylation en augmentant I’expression des Dnmt3a et 3b dans les cellules
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infectées pour faciliter I’hyperméthylation du promoteur de certains génes via la méthylation
de novo. Nos prochaines ¢études se focaliseront sur 1’étude des ilots CpG hyperméthylés lors
de I’infection afin d’identifier les génes cibles des modifications épigénétiques médiées par la
parasite. Puisque UHRF1 se lie a "ADN méthylé, il pourrait donc étre 1’intermédiaire
permettant au parasite de recruter Dnmt3a et 3b aux promoteurs de certains génes spécifiques.
Des expériences d’immunoprécipitations devront étre réalisées pour étudier la possible
participation des ces deux enzymes au complexe recruté par UHRF1 et comprenant HDACI,

Dnmtl ou G9a notamment.

1.2.3. Altérations épigénétiques impliquées dans la régulation du cycle

cellulaire des cellules infectées par T. gondii

L’hyperméthylation de ’ADN de la cellule-hdte pourrait faciliter la liaison d’UHRF1 aux
promoteurs des génes qu’il régule et notamment, dans le cas de I’infection par 7. gondii, celui
de la cycline B. Notre hypothése étant que la surexpression des Dnmts pourrait induire une
hyperméthylation de novo du promoteur du géne de la cycline B. C’est pourquoi nous avons
séquencé le promoteur du gene de la cycline B grace a la méthode bisulfite et observé le

statut de méthylation de ce promoteur lors de I’infection.
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Figure 51 : Ilots CpG du promoteur de la cycline B2. Les lignes rouges représentent les CpG et la
ligne bleue les ilots CpG identifiés (Tschop et Engeland 2007).

Le statut de méthylation de ces sites ne varie pas au cours de 1’infection par 7. gondii. Nous
n’avons pas réussi a mettre en évidence d’ilots CpG méthylés sur le promoteur de la cycline

B apres I’infection.

Une hypothése est que la méthylation pourrait exercer son role sur d’autres sites que ceux
que nous avons analysés. Irizarry ef al., (2009) ont montré que la plupart des altérations de la
méthylation observée dans le cancer du colon ne résidaient pas dans le promoteur des genes,
ni dans les ilots CpG mais dans des séquences ¢loignées de 2 kb qu’ils ont appelées « island

shores ». Il serait donc intéressant d’analyser le statut de méthylation des « islands shores »
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dans le gene de la cycline B lors de I’infection. La méthylation pourrait également avoir un
effet indirect sur le géne de la cycline B impliquant des changements dans 1’expression de

facteurs régulant ce gene.

I.2.4. Liaison d’UHRF1 aux CCAAT box du promoteur du géne de la

cycline B

UHREFTI1 se lie aux régions promotrices de certains genes méthylés tels que p16, pl4, p21 et
régule leur expression. UHRF1 peut également se lier aux CCAAT box dans la région
promotrice de la Topo Ila . La liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B pourrait faire

intervenir les CCAAT box situées sur le promoteur de la cycline B et non plus sa méthylation.

Nous avons réalis¢ une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine sur des cellules
transfectées avec des plasmides contenant le promoteur de la cycline B délété pour les

CCAAT box ou non (Figure 52).
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Figure 52 : Liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B dans les cellules transfectées avec les
plasmides Cycline B WT ou ACCAAT. Les cellules BeWo sont transfectées puis sont infectées par
T. gondii durant 0, 1, 3, 6 et 12 heures. La liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B est analysée
par immunoprécipitation de la chromatine.
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UHRFI1 présente une plus forte affinité pour le promoteur complet de la cycline B que pour le
promoteur délété des CCAAT box. Ceci suggere une liaison d’UHRF1 aux CCAAT box du

promoteur de la cycline B dans les cellules infectées.

Cette liaison d’UHRF1 aux CCATT box du promoteur de la cycline B pourrait induire le
recrutement de protéines associées a 1’épigénétique comme les Dnmts ou les HDAC ou GYa.
UHRF1, ancré au promoteur de la cycline B, pourrait également recruter certaines enzymes
impliquées dans la modification des histones sur le promoteur du géne de la cycline B,

induisant ainsi un remodelage de la chromatine et une inactivation de ce géne (Figure 53).

Cette hypothése pourra étre vérifiée en utilisant des inhibiteurs des HDAC (trichostatin) ou de
de la méthyltransférase G9a (BIX-01294: diazepin-quinazolin-amine derivative) et en

analysant leurs effets sur I’expression de la cycline B dans les cellules infectées.
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Figure 53 : Mécanismes possibles d’inactivation du géne de la cycline B dans les cellules infectées.
T. gondii induit une augmentation d’expression d’UHRF1 et des Dnmts. UHRF1 se lie aux CCATT
box sur le promoteur du géne de la cycline B de fagon directe ou indirecte, recrute les Dnmts qui
méthylent le promoteur. UHRF1 recrute également HDACI et G9a, ce qui favorise la formation de
I’hétérochromatine et la suppression de I’expression du géne de la cycline B. Ceci n’est pas restreint a
la cycline B et pourrait concerner d’autres génes (Unoki et al., 2009).

UHRF1, pour favoriser la prolifération parasitaire, pourrait recruter un complexe capable de
modifier la chromatine en établissant un environnement hétérochromatinique aux promoteurs

de certains génes importants pour sa survie et sa prolifération intracellulaire.

123



II. Conclusion

Dans cette deuxiéme partie nous avons montré que la parasite exploitait UHRF1 pour
supprimer ’expression de la cycline B dans les cellules infectées et induire un arrét du cycle
cellulaire en phase G2, favorable a la prolifération parasitaire. Nous avons également
démontré que la parasite manipule la machinerie épigénétique pour inactiver certains geénes-
hotes. Il induit ’expression de Dnmts et une hyperméthylation du génome de la cellule-hote
ceci pouvant entrainer I’inactivation de certains geénes dont la nature reste & déterminer. La
suppression de I’expression de la cycline B impliquerait préférentiellement la liaison
d’UHRF1 sur les CCAAT box du géne de la cycline B et I’inactivation pourrait du géne se
faire apres recrutement d’HDACI et de G9a par UHRF1. UHRF1 pourrait également étre
impliqué dans la dégradation de la cycline B via le protéasome puisqu’il appartient a la
famille des E3 ligases.

Récemment, Leng et al., (2009) ont montré que 7. gondii était capable d’interférer avec la
transcription des geénes de la cellule-hote en ciblant le remodelage de la chromatine entourant
le promoteur du TNF-a, ceci en inhibant la phosphorylation Ser10 et I’acétylation Lys9/14 de
I'histone H3 au niveau du promoteur du TNF-a.. On ne sait pas encore comment Toxoplasma
influence la modification des histones mais la capacité du parasite a exploiter UHRF1 pourrait
expliquer le ciblage du remodelage de la chromatine par le parasite et plus généralement les
modifications épigénétiques ; ceci pour assurer sa prolifération et sa survie dans la cellule-
héte. A I’heure actuelle, T. gondii est le premier exemple de parasite connu pour interférer
avec les modifications épigénétiques de la cellule-hote. Cette étude, associée a la notre
identifie la structure de la chromatine comme une nouvelle stratégie utilisée par 7. gondii pour

manipuler les voies de signalisation de la cellule-héte.

Nous n’avons pas mis en évidence de méthylation du promoteur du géne de la cycline B dans
les cellules-infectées, cependant, 7. gondii induit une hyperméthylation du génome de la
cellule-hoéte. Il nous parait donc intéressant de poursuivre cette étude par 1’analyse du statut de
méthylation des génes lors de I’infection. Ceci pourra étre réalisé par microarrays ou par le
systtme le SOLiD™ System (Applied System) qui permet I’analyse quantitative de la

méthylation de I’ADN apr¢es conversion au bisulfite .

UHRF1 est connu pour réguler pRB, la Topoll et la cycline B, mais il est fort probable que
son spectre d'action soit beaucoup plus large. UHRF1 pourrait étre un excellent outil de

controle des geénes de la cellule-hote par le parasite. Il nous faudra donc déterminer la nature
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des génes contrdlés par ce facteur de transcription au cours d'une infection parasitaire en
comparaison a ce qui existe dans des cellules non infectées. Pour ce faire, nous allons utiliser
I’approche suivante : détermination de la nature des promoteurs liant UHRF1 par « Chromatin
ImmunoPrecipitation on Chip » : nous utiliserons des anticorps anti-UHRF1 qui précipitent
UHRF]1 et les fragments d’ADN qui lui sont liés. Ces fragments seront hybridés sur une puce
a ADN contenant des sondes de capture comportant un large spectre de promoteurs de genes
humains (Agilent CHIP-on-chip, Agilent Technologies). Nous confirmerons ensuite les

promoteurs d'intérét par RT-PCR.
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Partie 3 : Modulation de I’expression d’UHRF1 dans les cellules infectées
par T. gondii
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PARTIE III : Modulation de ’expression d’UHRF1 dans les
cellules infectées par T. gondii

Le facteur de transcription UHRF1 est activé lors de I'infection par 7. gondii avec pour
conséquences un effet sur la prolifération cellulaire et sur la modulation du génome de la
cellule-hote. Dans cette troisieme partie de ma thése, nous nous sommes attachés a

caractériser les mécanismes responsables de cette activation.

NF-xB est un autre facteur de transcription dont l'activité est modulée au cours de l'infection
(Molestina et al., 2003). T. gondii entraine une translocation nucléaire de NF-xB ainsi que son
activation, conduisant a une up-régulation de geénes-cibles ayant une fonction anti-
apoptotique, pro-inflammatoire ou dans la survie cellulaire. NF-xB régule notamment
I’expression de geénes controlant des cytokines pro-inflammatoires (IL-12, TNFa) (Baeuerle
et al., 1994). 1l induit également I’expression de génes pouvant inhiber 1’apoptose ; c’est le
cas de c-IAP (cellular Inhibitors of Apoptosis), des membres de la famille Bcl-2 et TRAFI1 et
2 (TNF-Receptor-Associated Factors 1 and 2) (Karin et al., 2002). En analysant le promoteur
du géne uhrfl, nous avons identifié 9 sites de liaison potentiels de NF-«xB (Figure 54).

UHRF1 pourrait donc étre un des geénes régulés par NF-xB.
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Figure 54 : Promoteur du geéne uhrfl et localisation des sites de liaison potentiels 8 NF-kB

NF-kB, activé par T. gondii, pourrait étre impliqué dans 1’activation d’"UHRF1 observés dans

les cellules infectées.

Une autre hypotheése expliquant 1’activation du geéne wuhrfl pour des temps précoces

d’infection et la surexpression de la protéine pour des temps plus longs pourrait impliquer des
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facteurs augmentant la demi-vie de cette protéine. En effet, nous avons observé apres
traitement des cellules au cycloheximide, un inhibiteur de la synthése protéique, que
I’infection par 7. gondii augmente la demi-vie de la protéine UHRF1. L’infection par 7.gondii
empécherait la dégradation d’UHRF1 ce qui pourrait signifier que le parasite entraine des

modifications post-traductionnelles d’UHRF1, ou inhibe sa dégradation par le protéasome.

I. Régulation de I’expression d’UHRF1 par NF-kB lors de I’infection
par T. gondii

I.1. NF-B se lie au promoteur du géne uhrfl dans les cellules infectées

Pour démontrer la possible régulation du géne uhrfl par NF-kB, nous avons étudié dans un
premier temps, par immunoprécipitation de la chromatine, la liaison de NF-xB au promoteur

du gene uhrfl lors de I'infection par 7. gondii (Figure 55).
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Figure 55 : Liaison de NF-kB au promoteur d’ufrfl1. Les cellules BeWo sont infectées par 7. gondii

durant 0, 1, 3, 6 et 12 heures. La liaison de NF-kB au promoteur d’uhrfl est analysée par
immunoprécipitation de la chromatine.

La liaison de NF-kB au promoteur du géne uhrfl suggére qu’il pourrait étre un régulateur de

ce gene, mais cela reste a démontrer.
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1.2. Modulation de P’activité promotrice du géne uhrfl par NF-xB dans les

cellules infectées
Nous avons ensuite supprimé I’activation de NF-xB par différents moyens et étudié
I’activation du promoteur du géne uhrfl dans ces cellules aprés I’infection. Ceci est réalisé
soit en cultivant les cellules en présence du peptide SN50 qui inhibe la translocation nucléaire
de NF-kB (SN50 contient une séquence de localisation nucléaire de la sous-unité p50), soit en
transfectant les cellules avec le plasmide IkB ou le plasmide controle IkB muté (3 mutations :

677, 678, 689 Serine en Alanine, le rendant inefficace) (Figure 56).

Al 8N50: AAVALLPAVLLALLAPVQRERQELMP®

it 1

| iy A

pCMV-1xBo ||
L & peMv-ikBam

\ g 49kh __I*T}_b.. Baati 1

L L Y

Figure 56 : A : Séquence du peptide SN50 (Lin et al., 1995). B: Plasmides IkB et IxkB muté
(www.clontech.com)

L’activité du promoteur du géne uhrfl est analysée par le systeme luciférase (Figure 57). Les
premiers resultats obtenus concernent la transfection des cellules avec les plasmides kB et
IkB muté. Nous observons qu’en I’absence de translocation dans le noyau et donc

d’activation de NF-kB, le promoteur d’uhrfI n’est plus activé par I’infection.
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Figure 57 : Activité du promoteur d uhrf1 dans les cellules BeWo infectées par 7.gondii en I’abscence
d’activation de NF-xB. Les cellules BeWo sont transfectées par les plasmides IkB et 1kB muté
pendant 24 heures (2ug/ puits) en présence de FuGen®. Puis les cellules sont transfectées avec le
plasmide pGL3-UHRF1-Luc pendant 24 heures supplémentaires. Elles sont ensuite infectées par T.
gondii pendant 0, 1, 3, 6, 12 et 24 heures. L’activité du promoteur du géne uhrfl est déterminée par la
mesure de ’activité luciférase (* 0,01< p < 0,05).

I.3. Conclusion et Perspectives

Nous avons montré que 7. gondii est capable de moduler I’expression d’UHRF1 via
I’activation de NF-kB.Ces expériences seront confirmées en utilisant le peptide SN50 ainsi
que par la mesure de I’expression de la protéine UHRF1 par cytométrie en flux en 1’absence
d’activation de NF-kB. La transloquation de NF-kB dans le noyau et ’activation d’UHRF1
dans les cellules infectées seront également analysées par immunofluorescence. De plus, ce
résultat pourra étre confirmé en utilisant le systéme double hybride qui nous permettra de
mettre en évidence I’interaction directe entre NF-kB et UHRF1. Plusieurs études montrent
qu’il existerait des différences en fonction des souches, dans la cinétique d’activation de NF-
kB. Les études effectuées par microarrays ont démontré que les cellules infectées avec des
souches de type II présentent des niveaux plus élevés de régulation des génes de NF-xB
comparé aux cellules non infectées (Blader ef al, 2001). Il nous parait donc intéressant de
poursuivre cette étude en comparant différentes souches de virulence variée. Nous disposons

d’une souche PRU de type II, d’une souche LEF (non virulente, France) et d’une souche RUB
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(virulente, Guyane). Dans un premier temps, nous pourrions comparer les cinétiques
d’activation de NF-kB dans les cellules infectées en utilisant un kit permettant de séparer le
noyau du cytoplasme et d’analyser les extraits résultant de cette séparation par Western blot.
Ces résultats seront comparés, dans un deuxieéme temps, aux cinétiques d’activation du

promoteur du géne uhrfl dans les cellules infectées par les diverses souches.

I1. Implication de ROP16 dans la modulation de I’expression d’UHRF1

II.1. Modification post-traductionnelle de la protéine UHRF1 lors de
I’infection

Les modifications post-traductionnelles entrainent un changement de la fonction de la
protéine considérée, que ce soit sur son action, sa demi-vie, ou sa localisation cellulaire. La
phosphorylation est une de ces modifications et correspond a un processus essentiel dans la
régulation de I’activité des protéines nucléaires. La phosphorylation d’UHRF1 augmente sa
liaison au promoteur du geéne Topollo, augmentant ainsi l'expression de la Topolla (Bronner
et al., 2004). Nous avons analysé la phosphorylation d’UHRF1 dans les cellules infectées
(Figure 58) par immunoprécipitation d’UHRF1 dans les cellules infectées, puis analysé sa

phosphorylation par Western blot.

Temps (h) 0 1 3 6 12 24

Figure 58 : Phosphorylation de la protéine UHRF1 dans les cellules infectées. Les cellules BeWo sont
infectées par 7. gondii durant 0, 1, 3, 6, 12 et 24 heures. La phosphorylation d’UHRF1 est déterminée
par Western blot aprés immunoprécipitation des échantillons avec un anticorps anti-UHRF1. Les
extraits ainsi immunoprécipités sont révélés par un anticorps anti-phosphosérine (A) ou un anticorps
anti-UHRF1 (B).

L’infection par 7. gondii des cellules BeWo induit une phosphorylation du facteur de

transcription UHRF1, ce qui pourrait avoir pour conséquence une augmentation de sa demi-
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vie. UHRF1 est une phosphosérine protéine (Trotzier et al., 2004). Une kinase parasitaire
pourrait étre a 1’origine de cette phosphorylation et parmi les facteurs parasitaires connus et
possédant une fonction kinase active, on retrouve des protéines de rhoptries comme ROP16 et

ROP18 qui sont des sérine/thréonine kinases.

I1.2. Implication des rhoptries dans I’activation du facteur de transcription

UHRF1

Toxoplasma appartient au phylum des Apicomplexae, défini par la présence d’un complexe
apical comprenant des organelles sécrétoires parmi lesquelles se trouvent les rhoptries. Elles
déchargent leur contenu dans le cytoplasme de la cellule-hote mais également dans le noyau
pour ROP16 qui possede une fonction kinase active et PP2C, une phosphatase (Figure 59/A).
ROP16 cible les facteurs de transcription STAT3/6 (Yamamoto ef al., 2009). L’activation de
STAT3 par T. gondii est impliquée dans la suppression de I’IL-12. De la méme manicre,
ROP16 pourrait étre responsable de la phosphorylation d’UHRF1 et donc de sa surexpression

dans les cellules infectées.

Pour mettre en évidence I’implication des protéines de rhoptries dans ce phénoméne, nous
avons analysé par Western blot I’expression de la protéine UHRF1 dans des cellules infectées
par le parasite préalablement trait¢ a la cytochalasine D. La cytochalasine D permet la

sécrétion des rhoptries mais prévient I’invasion de la cellule-hote (Figure 59/B).
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Figure 59 : A/ Sécrétion des rhoptries lors de I’invasion de la cellule-hote. B/ L’utilisation de la
cytochalasine D inhibe 1’invasion mais permet le relarguage des rhoptries (Hakansson et al., 2001).
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Nous observons qu’en présence de cytochalasine D, UHRF1 est surexprimée et phosphorylée

(Figure 60).
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Figure 60 : Etude de I’expression d’UHRF1 dans les cellules BeWo infectées par 7. gondii en
présence de cytochalasine D. Les cellules BeWo sont infectées par T. gondii, les tachyzoites étant
préalablement incubés en présence de cytochalasine D pendant 10 minutes. L’expression d’UHRF1 est
analysée par Western Blot. La phosphorylation d’UHRF1 est déterminée par Western blot aprés
immunoprécipitation des échantillons avec un anticorps anti-UHRF1. Les extraits ainsi
immunoprécipités sont révélés par un anticorps anti-phosphosérine.

Ces données indiquent que ce facteur de transcription pourrait étre régulé par un facteur
parasitaire sécrété qui serait vraisemblablement une protéine de rhoptrie. Nous poursuivrons
cette ¢tude en étudiant I’activation d’uhfr] dans des cellules infectées par des tachyzoites

traités par la Cytochalasine D.

II.3. Conclusion et Perspectives

La phosphorylation et I’activation d’UHRF1 semblent corrélées a la sécrétion des rhoptries.
De plus, I’activité de liaison a I'ADN est influencée par la phosphorylation des facteurs de
transcription. La phosphorylation d’UHRF1 observée dans les cellules infectées pourrait
augmenter sa liaison aux promoteurs des génes qu’il régule. La phosphorylation d’UHRF1
induite par 7. gondii se produit plus tardivement qu’en réponse a la PKA (Trotzier et al.,
2004). Ceci pourrait résulter soit d’une moindre activité fonctionnelle de ROP16 en tant que
sérine kinase, soit du temps nécessaire pour obtenir une quantité suffisante de ROP16 dans le

noyau de la cellule-hote.

ROP16 est impliquée dans D’activation et la phosphorylation du facteur de transcription
STATS3. Nous poursuivrons notre étude en analysant I’implication éventuelle de ROP16 dans

la régulation de I’activit¢ d’UHRF1 dans les cellules infectées. Nous avons généré des
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mutants de ROP16 pour étudier le role physiologique de ROP16 et de son site kinase sur
I’activation d’UHRF1 et sa phosphorylation (Figure 61). Les cellules seront transfectées avec

les différents mutants de ROP16 et I’activit¢ d’UHRF1 sera analysée par le systéme

luciférase.
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Figure 61 : Mutants réalisés de ROP16. Le mutant M1 présente une substitution d’un acide aspartique
par une alanine en position 593. Le mutant M2 présente une substitution d’une lysine par une alanine
en position 404. Le mutant M4 présente une délétion du domaine kinase (entre les acides aminés 376
et 684). Le mutant M6 présente une délétion du signal peptide (entre les acides aminés 1 et 20).

La phosphorylation d’UHRF1 sera étudiée par Western blot dans les cellules transfectées avec
ROP16 (avec comme contréle les mutants de ROP16, ROP18, SAGI...). Les facteurs de
transcription STAT3 et NF-kB sont différemment régulés en fonction des souches infectantes.
L’activité luciférase du promoteur de uhrfl et I’expression d’UHRF1 seront analysées dans
les cellules infectées par des souches de 7. gondii de virulence différente (une souche de type
IT et deux souches atypiques). De plus, ROP16 est hautement polymorphique. En fonction des

différences observées, une quantification de I’expression de ROP16 et un séquencage de
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ROP16 de chaque souche pourront étre effectués et corrélés éventuellement aux modifications

d’activation d’uhrfl, comme cela a été constaté par Yamamoto et al. (2009) sur le géne stat3.

ROP16 peut soit directement phosphoryler et activer UHRF1, soit indirectement en activant
un autre facteur régulant D’activit¢ d’UHRF1. Pour tester la premiére hypothése, nous
utiliserons le systeme double hybride pour mettre en évidence une éventuelle interaction
directe d’UHRF1 avec ROP16. Si tel était le cas, nous disposons également de mutants
d’UHRF1 pour isoler le domaine responsable de cette interaction (Figure 62). Nous disposons
¢galement de protéines recombinantes UHRF1 et ROP16 qui nous permettrons de réaliser un
test de phosphorylation in vivo pour confirmer cette phosphorylation directe d’UHRF1 par
ROP16.
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Figure 62 : Mutants délétés d’UHRF1 (Unoki et al., 2004). Le premier mutant présente une délétion
du domaine RING finger, le deuxiéme présente une délétion des domaines RING et SRA, le troisiéme
mutant correspond au domaine UBL seul et le dernier mutant correspond au domaine SRA seul.

Nos résultats suggerent que le parasite serait capable non seulement d’augmenter 1’expression
d’UHRF1 via D’activation de NF-kB, mais aussi de modifier la stabilit¢ de la protéine,

probablement par phosphorylation, lors de la présence intracellulaire du parasite.
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En cas de toxoplasmose, il n'y pas de traitement curatif définitif. Les vaccins sont encore
largement a 1’état de projet et donnent des résultats peu satisfaisants dans la prévention de la
toxoplasmose congénitale. La seule prévention reste la prévention primaire alimentaire et le
diagnostic précoce anténatal de la toxoplasmose congénitale. Il y a donc nécessité de trouver
de nouveaux moyens d'intervention afin de prévenir non seulement la prolifération parasitaire
mais aussi sa persistance intracellulaire par une approche pharmacologique. Notre étude sur
les mécanismes de persistance associée a la régulation des facteurs de transcription est un
premier pas indispensable afin de déterminer les meilleurs moyens d'intervention et

d’¢élimination définitive du parasite.

Ce travail, réalisé dans le cadre d’une infection par une souche virulente de 7. gondii, avait
pour objectif d’étudier les voies de signalisation exploitées par le parasite pour établir un

environnement favorable a sa réplication.
Dérégulation du cycle cellulaire des cellules-hotes infectées.

Nous avons montré que I’infection induisait une dérégulation du cycle cellulaire des cellules-
hotes infectées avec un arrét des cellules en phase G2 ainsi qu’un arrét de prolifération de ces
cellules. La régulation du cycle cellulaire des cellules infectées est un mécanisme largement
reconnu et utilisé par les virus. Des résultats similaires ont été obtenus dans un modele
d’infection par les virus du VIH-1, de I’hépatite B ou du papillomavirus humain et montrent
¢galement un arrét dans la progression du cycle cellulaire en phase G2/M associé a une
meilleure réplication virale (He et al., 1995, Nakahara et al., 2002, Chin et al., 2010). Parmi
les parasites connus pour moduler le cycle cellulaire des cellules infectées, il n’y a pas
d’exemples connus d’arrét du cycle cellulaire en phase G2/M. Leishmania induit un arrét des
cellules en phase GO0/G1. L’infection par les microsporidies du genre Encephalitozoon
dérégule le cycle cellulaire en de multiples points. Les auteurs ont observé une diminution du
pourcentage de cellules en phase G1 et en phase G2/M alors que le pourcentage de cellules en

phase S augmente (Scanlon et al., 2000, Kuzmenok et al., 2005).

Dans notre expérience, parmi les molécules impliquées dans la régulation de la transition
G2/M, la diminution d’expression de la cycline B semble étre la cause majeure du blocage du
cycle cellulaire en phase G2/M. De plus, nous avons observé une augmentation du facteur de

transcription UHRF1 au cours de I’infection. Selon notre modéle, la dérégulation du cycle
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cellulaire de la cellule infectée par 7. gondii ferait intervenir I’augmentation d’expression
d’UHRF1 favorisant la progression en phase S et un arrét du cycle cellulaire di, en partie a un
défaut d’expression de la cycline B.

I1 s’agit d’un mécanisme tout a fait singulier puisque, par exemple, dans le cas de I’infection
par le VIH, les auteurs ont observé une phosphorylation de Cdk1 et une 1égére augmentation
d’expression de la cycline B. La Cdk1 étant inactive sous sa forme phosphorylée, I’activité¢ du
complexe cycline B/Cdk1 est inhibée et les cellules arrétées en phase G2/M (He et al., 1995).
Cependant, une récente publication montre qu’en réalité une protéine virale, Tat, régulerait
I’expression de la cycline B de deux fagons: dans un premier temps, Tat stimulerait la
transcription de la cycline B, ce qui augmente I’expression de celle-ci et favorise 1'apoptose
des cellules et, deuxiemement, Tat stimulerait la dégradation, par polyubiquitination, de la
cycline B, ce qui empéche I’expression de niveaux excessifs de cycline B dans les cellules. Ce
double mécanisme de régulation de la cycline B permettrait d’une part, de faciliter la
réplication virale et d’autre part de faciliter la libération du virus apres apoptose de la cellule-

hote (Zhang et al., 2010).

Molestina et al., (2008) ont é¢galement montré que d’autres cyclines, Cdks et molécules
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire sont modulées lors de I’infection.
L’expression des cyclines D et E, impliquées dans la progression de la phase GI et la
transition G1/S, augmente, alors que les auteurs observent 1’absence de cycline A, impliquée
dans la progression de la phase S, au cours de I'infection. Ils ne détectent la cycline B
qu’apres 32 heures d’infection. Les auteurs proposent un modéle dans lequel la dérégulation
du cycle cellulaire dans les cellules infectées se ferait de la maniere suivante : 7. gondii induit
l'augmentation des cyclines D et E favorisant respectivement la progression de la phase G1 et
la transition vers la phase S. Cependant, les cellules infectées présentent un retard dans la
progression du cycle qui s'explique en partie par un défaut d’accumulation des cyclines A
et B.

De la méme fagon que pour le VIH, I’augmentation tardive, aprés 32 heures d’infection de la
cycline B pourrait faciliter I’égression du parasite par apoptose de la cellule-hdte, bien que

I’apoptose de la cellule ne soit pas indispensable pour 1’égression parasitaire.

Parallélement, nous avons mis en évidence un nouveau facteur de transcription, UHRF1, dont
I’expression est modulée lors de I’infection et qui est indispensable a la prolifération

parasitaire. Seul HIF1 était connu comme étant indispensable a la prolifération parasitaire et
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ce dans des conditions d’hypoxie. Il pourrait étre impliqué dans la croissance parasitaire de
par les génes qu’il régule et qui sont impliqués dans la survie cellulaire, le métabolisme du fer
et du glucose et la prolifération cellulaire (Spear ef al., 2006). La nature des genes régulés par

UHRF1 dans le cadre de I’infection par 7. gondii reste encore a déterminer.

Contrairement a HIF1 qui peut également étre activé par d’autres pathogénes comme
Bartonella henselae, Staphylococcus aureaus, le virus Epstein Barr ou Leishmania
amazonensis (Moreilhon et al., 2005; Riess et al., 2004; Wakisaka et al., 2004; Arrais-Silva
et al., 2005), 1l s’agit du premier exemple d’activation d’UHRF1 en dehors de son implication

reconnue dans certains cancers.

Régulation du géne de la cycline B dans les cellules infectées par T. gondii

UHRF1 est impliqué dans la régulation du geéne de la cycline B au cours de I’infection de par
sa faculté a se lier aux promoteurs de certains genes, dont celui de la cycline B et a favoriser la
formation d’hétérochromatine par le recrutement d’enzymes responsables de la modification
des histones mais également des méthyltransférases. Les mécanismes moléculaires permettant
a UHRF1 de se lier au promoteur de la cycline B ne sont pas encore totalement bien définis.
Cette liaison fait intervenir les CCAAT box du promoteur du gene de la cycline B. Par contre,
I’implication de la méthylation du promoteur de ce geéne n’a pas pu étre démontrée dans ce
travail, quoique nous n’ayons pas entiérement séquencé tout le géne a la recherche d’ilots
méthylés en dehors du promoteur. Des expériences préliminaires ont €été menées en
déméthylant les cellules par 1’utilisation d’azacytidine, analogue nucléosidique incorporé dans
I’ADN, inhibant les méthyltransférases et induisant une déméthylation de I’ADN. Nous avons
¢tudié la liaison d’UHRF1 au promoteur de la cycline B en présence d’azacytidine dans les
cellules infectées par 7. gondii. Nous avons observé qu’en l’absence de méthylation du
promoteur de la cycline B, UHRF1 se fixe dans une moindre mesure a ce promoteur. Ceci
suggere qu'UHRFI1 reconnait et se fixe au promoteur de la cycline B lors de I’infection
lorsque celui-ci est méthylé. Cependant, nous avons également observé un effet non
spécifique du traitement de 1’azacytidine sur I’expression d’UHRF1 (surexpression continue
de la protéine entre 0 et 6 heures d’infection puis diminution importante apres 12 heures). De
plus, nous avons constaté une forte toxicité de 1’azacytidine sur notre mode¢le cellulaire. Ceci
ne nous permet donc pas de conclure, pour I’instant, que le parasite manipule I’expression de

la cycline B via le statut de méthylation de la cellule-hote en exploitant UHRF1. Nous
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envisageons de renouveler ces expériences en utilisant un autre analogue nucléosidique, la 5-
AZA-2’-deoxycytidine qui serait plus spécifique puisque n’étant pas incorporée dans I’ARN

(comme c’est le cas pour la 5-Azacytidine) mais uniquement dans I’ADN.

Altérations épigénétiques induites par I’infection a T. gondii

T. gondii est un parasite unique, capable de moduler 1’expression des génes en interférant
avec deux modifications épigénétiques importantes que sont la méthylation et la modification

des histones.

- Leng et al., (2009) ont montré que Toxoplasma inhibait la transcription du TNF-a en
interférant avec le remodelage de la chromatine requise pour l'activation transcriptionnelle du
promoteur du TNF, ce qui conduit a la régulation négative de plusieurs médiateurs pro-
inflammatoires qui sont régulés par le TNF-o. Parmi les modifications des histones, la
phosphorylation de la sérine 10, I'acétylation des lysines 9 et 14 et la méthylation de la lysine
4 de Tl'histone H3 sont associées a l'activation des geénes. Toxoplasma bloque la

phosphorylation de I’histone H3 ainsi que 1’acétylation des lysines.

- Nous avons montré que I’infection par 7. gondii induit une hyperméthylation d’une partie du
génome de la cellule-hote en modulant I’expression des Dnmts. La méthylation étant un

mécanisme €pigénétique utilisé pour inactiver certains génes.

UHRF1 est un facteur de transcription qui relie ces deux modifications épigénétiques. Pour
favoriser la prolifération parasitaire, il pourrait recruter un complexe, contenant des
méthyltransférases et des histones déacétylases, qui associ¢ a D’activité ubiquitine ligase
d’UHRF1 serait capable de modifier la chromatine en établissant un environnement
hétérochromatinique au niveau des promoteurs de certains génes importants pour la survie et
la prolifération intracellulaire du parasite. La nature des geénes cibles d’UHRF1 et des geénes-

hyperméthylés lors de I’infection reste encore a déterminer.

La modulation des modifications épigénétiques est un mécanisme reconnu chez certaines
bactéries et virus. Toxoplasma représente le premier exemple de parasite protozoaire capable

d’interférer avec le remodelage de la chromatine de certains genes.

Certains virus sont capables d’induire une méthylation de certains génes-hotes pour

notamment supprimer la réponse immunitaire de 1’hdte. Le virus de 1’hépatite B et notamment
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la protéine HBx (hepatitis B virus X protein) est capable d’interagir avec Dnmt3a pour
moduler I’expression de certains genes (Zheng et al., 2009). Listeria monocytogenes, bactérie
pathogene, induit une déphosphorylation de I'histone H3 ainsi qu’une désacétylation de
I'histone H4 au cours des phases précoces de l'infection. Cet effet est médié¢ par une toxine, la
listériolysine O. Un effet similaire est également observé pour d’autres bactéries, telles que
Clostridium perfringens et Streptococcus pneumonia. Ceci est corrélé a une diminution de
I’activité transcriptionnelle de certains geénes et notamment ceux impliqués dans I’immunité
(Hamon et al., 2007). Shigella flexneri inhibe la phosphorylation des histones H3,
modification nécessaire a l'inactivation des genes impliqués dans la réponse immunitaire

innée (Arbibe et al., 2007).

Modulation de I’expression d’UHRF1 dans les cellules infectées

L’activation d’UHRF1 ferait intervenir le facteur de transcription NF-«kB, activé par la
présence intracellulaire du parasite. Une modification de la demi-vie, de I’activité et de la
liaison d’UHRF1 aux promoteurs des génes qu’il régule pourrait également faire intervenir la
phosphorylation de ce facteur par une kinase parasitaire relarguée par les rhoptries. Notre
hypotheése est que, de la méme fagcon que STAT3, ROPI6 serait responsable de la
phosphorylation d’UHRF1. ROP16 étant hautement polymorphique, ces résultats seront repris

dans le cas d’une infection avec des souches de virulence variée.
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Figure 63 : Modc¢le proposé d’activation d’UHRF1 dans les cellules infectées par une souche de type I
de T. gondii et son implication dans la modulation du cycle cellulaire et de I’expression du génome des
cellules-hotes.

Perspectives

De nombreuses perspectives sont envisageables a partir de nos données afin de démontrer les
différentes hypotheses émises ou de confirmer certains points de notre étude.

Il est nécessaire de confirmer I’implication de NF-xB et de ROP16 dans [D’activation
d’UHRF1 lors de I’infection des cellules par 7. gondii. Par ailleurs, nous avons observé une
méthylation d’une partie du génome de la cellule-hdte. La nature des génes méthylés lors de
I’infection pourra étre analysée par microarrays et pourrait ouvrir de nouveaux champs
d’investigation. Il nous parrait également primordial d‘étudier la nature des facteurs
parasitaires responsables des effets que nous avons observés. La connaissance des genes
cibles et régulés par UHRF1 lors de I’infection est également un axe de recherche que nous
aimerions développer et ce par immunoprécipitation de la chromatine. Enfin, le modele de
toxoplasmose oculaire développé dans le laboratoire et permettant de reproduire la pathologie
humaine chez les souris infectées a permis de mettre en évidence des niveaux de mRNA
UHRF1 trés élevés en cas de primo-infection par rapport au modele de réinfection ou
I’inflammation est plus modérée. Plus I’inflammation clinique est sévére, plus UHRFI1 est
exprimé. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques par I’injection
intraoculaire d’ ARN-interférents dirigés contre UHRF1 par exemple en association avec les
anti-infectieux classiques. Cette technique est déja en cours d’expérimentation chez 1’homme
pour le traitement de la dégénérescence maculaire liée a 1’dge par I’injection de SiRNA

ciblant VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Tolentino ef al., 2004).

La modulation de la machinerie épigénétique de la cellule-hdte par le parasite permet
d’entrevoir de nouvelles perspectives thérapeutiques anti-parasitaires ciblant 1) directement
UHRF1, 2) le remodelage de la chromatine, ou 3) le cycle cellulaire de la cellule-hote (Figure

33) (Unoki et al., 2009) :
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1) Thérapies ciblant directement UHRFI1 : de la méme maniére que les nouvelles
thérapeutiques anticancéreuses ciblant UHRF1 discutées précédemment, l'utilisation de
molécules ciblant UHRF1 pourrait empécher la prolifération des parasites et de la leur
persistance dans les cellules-hotes, toutefois il est fort probable que ce point d’intervention ne

s’observe que dans la phase aigué de la maladie.

2) Thérapies ciblant le remodelage de la chromatine : une autre stratégie pourrait
consister a inverser la méthylation de I'ADN induite par le parasite. Un analogue de la
cytosine, I’Azacitidine, est principalement utilis¢ dans le traitement du syndrome
my¢lodysplasique. D’autres changements épigénétiques ont également le potentiel d'étre la
cible du développement de nouvelles approches thérapeutiques. C’est le cas des inhibiteurs
des HDAC tels que SAHA (Suberoylanilide Hydroxamic Acid). C’est une approche
intéressante in vitro mais probablement peu réalisable in vivo car les mécanismes de
régulation de la méthylation de la cellule-hote mis en jeu dans la toxoplasmose sont

probablement non-spécifiques.

3) Thérapie moléculaire ciblant le cycle cellulaire des cellules-hétes : il a ét¢ montré
que 7. gondii était capable de déréguler le cycle cellulaire de la cellule infectée. De plus,
I’infection modifie également le cycle cellulaire des cellules avoisinantes, non infectées, pour
permettre au parasite d’envahir plus facilement de nouvelles cellules. Par conséquent,
l'utilisation d'un médicament modifiant 1'état du cycle de la cellule-hdte pourrait perturber la
prolifération du parasite. Le paclitaxel, qui est I'un des médicaments induisant un arrét en
phase G1 et qui est utilisé en clinique, supprime la prolifération intracellulaire de 7. gondii

dans les fibroblastes confluents, bien qu’il ne puisse empécher l'infection (Estes et al., 1998).

Cependant, 1’¢tude et I’identification des facteurs parasitaires responsables des modifications
observées dans cette étude pourraient constituer un point d’impact plus réaliste dans le
développement de nouvelles thérapies anti-parasitaires qui seraient plus spécifiques. D’autant
plus, que Yamamoto et al., (2009) ont montré que la substitution d’un seul acide aminé en
position 503 du domaine kinase de ROP16 induit une diminution significative de 1’activation
de STAT3. La substitution d’une leucine par une sérine détermine la différence d’activation
de STAT3 entre les souches de type I et II : I’activation de STAT3, observée avec les souches
de type I, est défective dans le cas d’une infection avec une souche de type II (Butcher et al.,

2005). La substitution d’un seul acide aminé dans la séquence de ROP16 est capable
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d’entrainer des différences de modulation du facteur de transcription STAT3, de moduler la

réponse immunitaire et d’altérer la virulence d’une souche de 7. gondii .

Review: Drug discovery targeting epigenetic codes: the great potential of
UHRF1, which links DNA methylation and histone modifications, as a drug
target in cancers and toxoplasmosis
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Biochem Pharmacol. 2009

'Laboratory of Human Carcinogenesis, Center for Cancer Research, National Cancer Institute,

NIH, Bethesda, Maryland 20892-4258, USA.

Institut de Parasitologie et de Pathologie Tropicale de Strasbourg, UPRES E.A. 3950
Interactions Cellulaires et Moléculaires Hote-Parasite, Faculté de Médecine. Université Louis

Pasteur, 67000 Strasbourg, France

Résumé de la revue

UHREF1 joue un role central dans le transfert de statut de méthylation des cellules-meéres aux
cellules-filles. Son domaine SRA reconnait 'ADN hémi-méthylé qui apparait dans les brins
d'ADN fille pendant la duplication de I'ADN. UHRF1 recrute DNMT]1 et se lie également a
HDACI et a I’histone H3 di ou tri-méthylé, ubiquitinyle 1’histone H3 et est associé¢ a la
formation de I'hétérochromatine, indiquant qu’UHRF1 relie la modification des histones, la
méthylation de I'ADN et la structure de la chromatine. UHRF1 est une cible directe de E2F1
et favorise la transition G1/ S. p53, qui est absent dans 50% des cancers, régule négativement
UHRF1 par une augmentation de p21 et la désactivation ultérieure de E2F1. Les niveaux
d'expression d’ UHRF1 sont régulés dans de nombreux cancers, probablement en partie en
raison de l'absence de p53, mais il est probablement aussi par plusieurs autres facteurs.
L’absence d’expression d’UHRF1 dans les cellules cancéreuses supprime la croissance
cellulaire, suggérant qu’'UHRF1 pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique anticancéreuse.
Récemment, il a ét¢ montré qu’'UHRF1 jouait un réle important non seulement dans la
carcinogenese, mais aussi dans la toxoplasmose. Toxoplasma gondii exploiterait UHRF1 pour

moduler le cycle cellulaire de la cellule-hote et favoriser sa prolifération. Ainsi, I’absence
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d’UHRF1 pourrait étre efficace pour arréter la prolifération parasitaire dans les cellules
infectées. Dans cette revue, nous discuterons de plusieurs méthodes possibles qui pouraient
inhiber les multiples fonctions uniques du facteur de transcription UHRF1 et qui pourraient

étre utilisées pour le traitement de cancers et de la toxoplasmose.
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MATERIEL ET
METHODES



I. Culture cellulaire

Les cellules trophoblastiques humaines (BeWo) ont été obtenues aupres de 1I'American Type
Culture Collection et cultivées dans un milieu FK12, supplémenté par 10% sérum inactivé de
veau feetal (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 10 UI / ml de pénicilline et 10 mg / ml de
streptomycine (Invitrogen). Les fibroblastes NHDF (Promocell, Heidelberg, Germany) sont
cultivées selon les recommandations du fournisseur. Les cultures cellulaires sont maintenues a
37°C et sous 5% de CO2 et le comptage des cellules est fait sur cellule de Neubauer apres

coloration au bleu Trypan.

II.  Culture in vivo de T. gondii

Les tachyzoites de la souche RH sont obtenus par passages successifs de 10° tachyzoites
injectés par voie intra-péritonéale a des souris Swiss. Les souris sont euthanasiées 4 jours plus
tard par inhalation d’isoflurane. Le liquide d’ascite est récupéré par ponction et lavage de la
cavité péritonéale avec 5 mL de PBS stérile. Avant utilisation, les tachyzoites sont lavés deux
fois dans du PBS et comptés en utilisant le bleu Trypan. L'observation au microscope a

montré une absence presque compléte de cellules murines dans les échantillons.

III. Traitements chimiques

Les cellules BeWo ont été cultivées en absence ou en présence de 10 uM de 5- azacitydine
(Sigma-Aldrich, St Quentin, France) pendant 12 h. Les cellules ont été lavées deux fois avec
du milieu frais et infectées par 7. gondii comme décrit dans les légendes des figures.
Les expériences menées avec la A-phosphatase ont été réalisées a partir d’extraits protéiques
traités pendant 30 minutes a 30°C avec la A-phosphatase (100 U/ échantillon).
Les cellules BeWo sont également cultivées en présence de L-Mimosine (200 pg/mL) ou de
Nocodazole (50 ng/mL) pendant 24 heures, puis les cellules sont infectées.

Pour empécher le relarguage des rhoptries, les cellules sont infectées avec des tachyzoites
préalablement incubés avec la cytochalasine D (Sigma-Aldrich). Les parasites ont été incubés
pendant 10 minutes avec 1 uM de cytochalasine D. Ils sont ensuite centrifugés et le culot est

repris dans du milieu de culture et les parasites sont mis en contact avec la culture cellulaire.
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IV. Anticorps et produits chimiques

Les anticorps polyclonaux anti-7.gondii ont été produits dans des lapins Néo-Zélandais par
quatre injections sous cutanées de 50 pg d’antigéne soluble de 7. gondii en suspension dans
I'adjuvant incomplet de Freund. La fraction IgG de ce sérum a ¢été purifiée par
chromatographie sur DEAE Trisacryl (1 M) et testée par ELISA. L’anticorps monoclonal de
souris anti-SAG1 a été produit au sein de notre laboratoire selon la méthode décrite par
(Rodriguez et al., 1985).L'anticorps monoclonal de souris (clone 1RC1C-10), dirigé contre
UHRF1, a été congu comme décrit par Hopfner et al., (2000).

Le tableau ci-dessous indique les anticorps primaires utilisés en Western blot,

immunofluorescence, immunoprécipitation (IP) et cytométrie en flux avec leur dilution et leur

provenance.
Provenance Dilution
anti-Cdk1 Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris (Santa Cruz, CA)
anti-p21 Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris
anti-p53 Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris
anti-cycline B1 Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris
anti-actine Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris
Anti-NF-xBp50 Santa Cruz Biotechnology IP:5pg
monoclonal de souris
Anti-NF-xBp65 Santa Cruz Biotechnology IP:5pug
monoclonal de souris
Anti-phosphosérine Santa Cruz Biotechnology 1:200
monoclonal de souris
anti-Cdklp (Thr 14 /Tyr 15) Santa Cruz Biotechnology 1:200
polyclonaux de lapin
anti-phospho-H3 Upstate (Temecula, CA) 1:200
polyclonaux de lapin
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Le tableau ci-dessous indique les anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence,

cytométrie en flux et Western blot.

Utilisation Anticorps Provenance Dilution
Anticorps secondaires Anti-IgG de souris Roche Diagnostics 1/10 000
conjugués utilisés en
Western blot peroxydase
Anti-IgG de lapin Roche Diagnostics 1/30 000
peroxydase
Anticorps secondaires Alexa fluor 488 anti- Invitrogen 1/400
utilisés en . . .
. immunoglobuline de lapin
immunofluorescence ou
en cytométrie en flux Alexa fluor 546 anti- Invitrogen 1/400
immunoglobuline de souris

Le Tween-20 et le cocktail inhibiteur de protéases ont été obtenus auprés de Roche
Diagnostics (Meylan, France). Le systéme de détection ECL provient d'Amersham
Biosciences (GE Healthcare Europe GmbH, Orsay, France) et le TriReagent de Molecular
Research Center (Cincinnati, OH). L’iodure de propidium a été obtenu auprés d’Invitrogen.
Le Hoechst H33258, le G418, la L-mimosine et le nocodazole proviennent de Sigma-Aldrich

et la A-protéine phosphatase chez Ozyme (St Quentin, France).

V. Préparation des plasmides et souches bactériennes

Les souches bactériennes TOP10 (Invitrogen) sont transformées par choc thermique. 10 pL
de plasmide sont mis en contact avec les bactéries décongelées puis incubés dans la glace 30
minutes. Le tube est ensuite placé 1 minute a 42°C, puis 5 minutes sur la glace. On ajoute
250 pL de milieu SOC a proximité de la flamme et le tube est incubé 1 heures a 37°C sous
agitation. 100 pL sont étalés sur une boite de culture contenant du milieu LB et ’antibiotique
approprié¢ puis incubé 12 heures dans un incubateur a 37°C. Une colonie sera utilisée pour

amplification et extraction de I’ADN.
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Les midi-préparations d’ADN plasmidique sont effectuées avec le HiSpeed Plasmid Midi Kit

(Qiagen, Valencia, CA, USA) d’apres les recommandations du fournisseur.

VI. Cytométrie en flux

Les cellules BeWo sont cultivées en plaque 6 puits et infectées par 7. gondii lorsqu’elles sont
a environ 80% de confluence avec un rapport d’infection de 1 :1. Pour chaque expérience, un
puits est utilisé pour compter les cellules et adapter le nombre de tachyzoites. Les cellules
sont récoltées a ’aide de la trypsine (Invitrogen) et lavées 3 fois au PBS. Elles sont ensuite
fixées pendant 15 minutes sur glace avec 5% de formaldéhyde, lavées au PBS et reprises dans
1 mL d’éthanol. Les cellules infectées sont identifiées par cytométrie en flux apres incubation
pendant 45 minutes avec le sérum polyclonal anti-7. gondii ou monoclonal anti-SAGI. Les
cellules sont ensuite lavées et incubées pendant 45 minutes avec les anticorps secondaires
marqués Alexa 488 anti-Ig de lapin ou Alexa 546 anti- Ig de souris respectivement. Le cycle
cellulaire a été étudi¢ par cytométrie en flux aprés incubation pendant 2 heures avec 50
pg/mL d’iodure de propidium et 50 pg/mL de RNase a température ambiante dans
I’obscurité. Les cellules en phase G2/M ont ét¢ marquées par ’anticorps anti-phospho-H3
pendant 45 minutes puis 1’Alexa 488 anti-Ig de lapin pendant 45 minutes. La fluorescence est
analysée par cytométrie en flux (FACScan flow cytometer) sur 30 000 cellules et les données

sont analysées avec le logiciel CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

VII. Western blot et co-immunoprécipitation

Une fois les cellules récoltées, elles sont lavées 2 fois au PBS et centrifugées a 280g, pendant
5 minutes a 4°C. Le culot est repris dans 350 pL de cocktail d’inhibiteur de protéases (Roche
Diagnostics, Meylan, France) et soumis aux ultra-sons 4 fois 10 secondes avec 1 minute
d’interruption dans la glace. La suspension est centrifugée a 10 000g pendant 20 minutes a
4°C.

Le dosage des protéines est effectué¢ par la méthode de Bradford avec une gamme étalon de
BSA de 8 points de 0 a Img/ml. 250ul de cette solution sont déposés dans une plaque 96 puits
ainsi que 10ul d’échantillons dilués ou non, ou 10ul de la gamme étalon. La DO est lue a

590 nm au spectrophotomeétre. Une droite de régression est réalisée a partir de la gamme et les
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Un gel d’¢lectrophorése a 10% d’acrylamide est utilisé pour analyser les extraits protéiques
dans des conditions dénaturantes (0,1 % de SDS, Sodium Dodecyl Sulfate). Les protéines
totales (30 pg) sont mélangées a 5 plL de tampon de dissociation (Laemmli et f mercapto-
¢thanol) et incubées 5 minutes a 100°C. Elles sont déposées dans les puits ainsi que 8 pL d’un
marqueur de poids moléculaires protéiques (Precision Plus Standards, BioRad, Marnes La
Coquette, France). La migration a lieu en tampon Tris base (0,25 M) Glycine (2 M) et SDS
(0,1 %) pendant 45 min a 200 V (Systéme Mini-PROTEAN 3, BioRad).

Les protéines sont transférées sur membrane de PVDF (Biorad) pré-incubée dans du tampon
de transfert (Tris base 0,25 M Glycine 2 M et Méthanol 20%) pendant 1h00 a 250 mA.
La révélation des protéines se fait par incubations séquentielles avec une solution de
saturation (PBS contenant 5 % + lait écrémé en poudre 0.1%) pendant une nuit sous agitation
a 4°C, des anticorps primaires dilués dans du PBS + lait 0,1 % pendant 2 h sous agitation a
température ambiante, des anticorps secondaires couplés a la peroxydase dilués dans du PBST
(PBS + Tween 0,05%) + lait 0,1 % pendant 1 h sous agitation a température ambiante . Ces
étapes sont séparées par des séquences de 3 lavages de 10 min avec du PBST + lait 0,1%. La
révélation est faite par autoradiograhie par 1’ajout du substrat chimioluminescent (ECL Plus
Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences) pendant 5 min puis mise en
contact avec un film photographique (BioMax Light Film, Kodak, Chalon sur Sadne, France).
Aprés 10 min d’exposition a température ambiante, le film est développé pendant 1 minute
dans du révélateur dilué au 1/10 dans de I’eau (X ray developer LX24, Kodak), rincé a I’eau
pendant 20 secondes et fixé pendant 1 minute dans du fixateur dilué¢ au 1/5 dans de I’eau (X
ray fixer AL24, Kodak). Apres un ringage final de 5 minutes dans de 1’eau, le film est séché a
I”air libre.

La co-immunoprécipitation de p21 est réalisée sur des extraits protéiques de cellules infectées
ou non. Les protéines sont incubées avec des billes de protéines G (Sigma-Aldrich), et de
PBS + du cocktail inhibiteur de protéases pendant 2 heures a 4°C. Apres centrifugation, le
surnageant clarifi¢ est incubé pendant 4 heures, a 4°C sous agitation avec 1’anticorps anti-p21
(5 pg). Les billes de protéines G sont ensuite ajoutées et 1’on incube ’échantillon 12 heures, a

4°C sous agitation.
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VIII. Transfection

Les nucléotides correspondant a UHRF1 ont été insérés dans un vecteur d'expression de
SiRNA, psiU6BX3. Lorsqu’elles sont a 60% de confluence, les cellules BeWo sont
transfectées par les plasmides SIRNA-EGFP ou SiRNA-UHRFI1 a I’aide du FuGen (Roche)
comme agent transfectant pendant 24 h : 3 pL de FuGen sont placés dans 97 pL de milieu
sans sérum et incubés 5 minutes. Deux pg d’ADN sont ajoutés dans le tube et incubés 30
minutes a température ambiante. L’ensemble est ensuite placé dans la culture cellulaire en
milieu sans sérum. Les cellules sont ensuite incubées avec 900 pg / ml de G418 pour 48 h
avant l'infection par 7. gondii. Les cellules sont ensuite récoltées et les extraits analysés par
Western blot, immunofluorescence ou RT-PCR. Les plasmides cycline B1-WT et cycline B1-
ACCAAT nous ont été généreusement fournis par le docteur Engeland, Université de Leipzig,
en Allemagne. Les plasmides IkB et [kB muté ont été obtenus auprés d’Ozyme. Les cellules
BeWo ont été transfectées par les plasmides (2pg / puits) pendant 24 h, infectées par 7.

gondii et récoltées pour les essais d'immunoprécipitation de la chromatine.

IX. Immunofluorescence

Les cellules NHDF sont cultivées en plaque 6 puits sur des lamelles rondes en verre (Dutcher,
Brumath, France). Elles sont infectées pendant différents temps comme indiqué dans les
légendes des figures, puis lavées 3 fois au PBS. Les cellules sont fixées pendant 15 minutes
au paraformaldéhyde puis lavées au PBS pendant 20 minutes. Elles sont ensuite
perméabilisées a 1’aide de Triton X-100 0,1%. Les lamelles sont ensuite saturées avec un
tampon contenant de la BSA 5% puis marquées par incubation pendant 2 heures avec les
anticorps anti-UHRF1 ou anti-PH3, lavées et incubées pendant 45 minutes avec les anticorps
secondaires conjugués a 1’Alexa 546 ou 488. Les cellules sont lavées une nouvelle fois et
incubées 5 minutes avec le Hoechst (Sigma-Aldrich). Aprés un dernier lavage, les lamelles
sont montées a 1’aide d’un liquide de montage (Mowiol, Sigma-Aldrich) puis la fluorescence
est observée a 1’aide d’un microscope a fluorescence Zeiss (Le Pecq, France). Les données

sont acquises par une caméra MRc5 Zeiss et analysées a 1’aide du logiciel AxioVision (Zeiss).
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X. PCR quantitative et analyse par RT-PCR

Les cellules BeWo ont été cultivées dans des plaques 6 puits, infectés par 7. gondii et lysées
avec le TriReagent. L'ARN total a été extrait selon les recommandations du fabricant. 5 pg
d'ARN ont ensuite été¢ soumis a une transcription inverse en utilisant le Kit First-Strand cDNA
synthesis (General Electric Health Care, Orsay, France). Les primers ont été utilisés a une
concentration finale de 1 uM. Le tableau ci-dessous indique I’ensemble des amorces utilisées

dans ces travaux.

La quantification des ADNc a été réalisée sur le LightCycler PCR system, en utilisant le kit
LightCycler-DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics, Meylan, France). Le mélange
suivant est réalisé¢ : 11 pL d’eau pure, 1 pL de chaque primer 20 uM, 2 pL. de master mix et
IuL d’ADN. Le mélange est placé dans des capillaires et centrifugé a basse vitesse. Le
programme suivant est utilisé : aprés 7 min de dénaturation a 95 ° C puis 40 cycles (5sa 95 °

C,5sa55°C (alexception des GAPDH: 9 ° C)), et 8 sa 72 © C ont été réalisés.

Sens

Antisens

Cycline B1 (160 pb)

5'-ACC AAA ATA CCT ACT GGG
TCG G-3'

5-GCA ACC TGA CAG CAA
TAA TGG-3'

Déshydrogénase
glycéraldéhyde-3-phosphate
(GAPDH, 137 pb)

5'-AGC AAT TCC TGC GCC ACC
ACC AAC-3'

5-GCC GAG GGG CCA TCC
ACA CGC-3'

Dnmts 1 (144 pb)

5'-AGGACAGGGGACCCACGAAA-
3 1

5-ACA TDC CAC AGA
CAC AT-3'

CCG

Dnmt3a (133 bp)

5'-CAT CAC GGT GGG CAT GGT
GCG-3'

5-GGT AGA CAT TGC AGG
GACTG-3'

UHRF1 (240 pb)

5’- GGG GCT ATG AGG ATG ATG
TG-3’

5-TCT TGC CAC CCT TGA
CAT T-3’,

Dnmt3b (149 pb)

5'-GAA TAG GGG TGT ACC TCG
GG-3'

5-GGA CCT GAC AGA GAA
CTT GC-3'

La mesure de la parasitémie est effectuée par quantification de ’ADN par PCR quantitative
en temps réel (LightCycler®, Roche, Meylan, France). L’ADN des cellules infectées ou non
est extrait en utilisant le kit QiaMini Kit (Qiagen). Le mélange réactionnel (20 uL) est
compos¢ de 5 uL de I’ADN purifié a tester, de 0,5 uM final de chacune des amorces sens (5°-
GGA GGA CTG GCA ACC TGG TGT CG-3’ et antisens 5’-TTG TTT CAC CCG GAC
CGT TTA GCA G-3’, de 2 pL de tampon 10x du systéme LightCycler® FastStart® Master
Hybridization Probes (Roche), de 4 mM de MgCl2, d’1 U d’UDG (Uracil-DNA Glycosylase,

Roche) et d’eau Ultra Pure q.s.p. 20 pL. Ce mélange réactionnel est déposé dans un tube
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capillaire en verre puis soumis a I’amplification quantitative. La quantification est rendue
possible par la comparaison du signal obtenu pour les échantillons a tester avec une gamme de
référence. Le programme d’amplification de PCR quantitative est composé d’une étape
d’action de I'UDG (élimination des éventuelles contaminations par transfert) pendant
1 minute a température ambiante, d’une activation de la Taqg ADN polymérase de 10 minutes

a 95°C et de 50 cycles de 10 secondes a 95°C ; 20 secondes a 58°C et 20 secondes a 72°C.

XI. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)

Les cellules BeWo ont été cultivées dans des boites de Pétri puis infectées par 7. gondii avec
un rapport d’infection de 4/1. Le ChIP a été effectué¢ conformément aux recommandations du
fabricant (ChIP-IT Express, Active Motif, CA). La fixation des complexes est réalisée en
ajoutant le formaldéhyde pendant 10 min. La réaction est arrétée par addition de glycine. Les
cellules sont lavées avec du PBS froid et la récolte se fait par raclage cellulaire. Les culots
cellulaires sont ensuite lysés pendant 30 minutes au froid avec du Lysis Buffer, puis transférés
dans potter placé dans la glace et lentement broyés. Le culot contenant les noyaux est remis en
suspension dans le digestion Buffer pendant 5 minutes a 37°C. La digestion enzymatique est
réalisée a 37°C pendant 30 minutes. La réaction est arrétée par addition d’EDTA. Apres
centrifugation, le surnageant contenant la chromatine fragmentée est incubé avec les anticorps
anti-UHRF]1, anti-NF-kB ou anti-actine (comme controle négatif) et des billes magnétiques, a
4°C et sous agitation pendant toute la nuit. Les billes sont lavées et incubées avec 100 ml de
tampon d'¢lution a 65°C pendant 2,5 heures. L’ADN est extrait en utilisant le kit de QiaMini

(Qiagen, Courtaboeuf, France).

Les échantillons sont amplifiés par PCR en utilisant des amorces cycline Bl et TagDNA la
polymérase (Qiagen). Le volume réactionnel de 25 pL contient 5 ul. d’ADN purifié, 2,5 pL
de PCR Buffer 10x (Qiagen), 2,5 uL de dNTP 2 mM (Invitrogen), 0,15 pL de Hot Start Tag
Polymérase (Qiagen), 0,5 uL de chaque amorce (20 pM), et de ’eau stérile q.s.p. 25 pL.
L’amplification est effectuée dans un thermocycleur (Perkin Elmer 2400) et comprend 35
cycles sont réalisés a 94 ° C pendant 30 s, 55 © C pendant 30 s, 72 ° C pendant 30 s et une
étape finale a 72 ° C pendant 7 min. La présence de 1’amplicon est visualisée apres coloration

au BET aprés électrophorese en gel d’agarose 2%.
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Les échantillons immunoprécipités avec I’anticorps anti-NF-kB sont analysés en utilisant des
amorces uhrfl . L’amplification comprend une étape de dénaturation a 95°C pendant 30 s,

suivie de 33 cycles (55°C, 30 s puis 72°C,30 s) et une étape finale a 72 ° C pendant 7 min.

Le tableau ci-dessous reprend les amorces utilisées pour les expériences de ChIP

Sens Antisens
Cycline Bl 5'-CGC CAA GAA TGG GGG AGT-3" 5'-CCA CAA GAC GAA GAG GGG C-3'
UHRF1 5°-ATC GGG CGA GCC ATC AGG-3’ 5’-CGA GGA CCC CAC AGG TGC A-3°

XII. Analyse de la méthylation

Les cellules sont cultivées et infectées en plaques 6 puits. L’ADN est extrait en utilisant le kit
QiaMini Kit (Qiagen). La conversion au bisulfite est effectuée a 'aide du kit MethylDetector
(Active Motif). L'ADN est ensuite soumis a des amplifications par PCR de la séquence
répétitive LINE1 (Long Interspersed Nuclear Element-1), en utilisant des amorces spécifiques

pour la séquence méthylée ou pour la séquence non méthylée, a une température de 55°C.

Le tableau ci-dessous reprend les amorces utilisées.

Sens Antisens

Séquence méthylée | 5-AAG ATG CTG GAA GAA TAG | 5-CAC STC CTA ATA AAA TAA ACC-

TAG-3’ 3
Séquence non 5'-AGA TGG TTG AAT AGG AGT | 5-CAC STC CTA ATA AAA TAA ACC-
méthylée AAT-3' 3!

XIII. Luciférase

Les cellules sont transfectées pendant 24 heures avec 2 pg de plasmid pGL3-UHRF1-Luc

puis elles sont infectées. Les cellules sont récoltées avec 250 uL de Bright-Glo luciferase
assay Buffer (Promega, Diibendorf). L’activité luciférase est mesurée en utilisant le Bright-

Glo luciferase assay system (Promega). Les résultats sont exprimés par rapport a la quantité

de protéines (dosées par la méthode du Bradford).
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XIV. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée en utilisant le test t de Student. Les données sont présentées
correspondent a la moyenne de 3 expériences + SEM. Une valeur p inférieure a 0,05 est

considérée comme significative.
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Résumés

Altérations épigénétiques et role du facteur de transcription UHRF1 dans les cellules-hétes
infectées par Toxoplasma gondii

La toxoplasmose, pathologie due & un parasite, Toxoplasma gondii, est I’une des infections les plus
fréquentes en France : environ 50 % de la population adulte est infectée et on estime que 200 000 a
300 000 nouvelles infections surviennent chaque année dont 15 a 20 % sont symptomatiques. La
gravité de I’infection est liée au risque de transmission feetale du parasite en cas de contamination en
cours de grossesse et au risque différé de réactivation sous 1’effet d’une immunodépression. Il n’existe
aucun traitement efficace visant les formes intracellulaires du parasite et aucun vaccin. 7. gondii est
un parasite intracellulaire obligatoire qui interfére avec les voies de signalisation moléculaires des
cellules-hotes et altére de nombreux phénomeénes physiologiques comme la différenciation, 1’apoptose
et la prolifération. Le facteur de transcription UHRF1 (Ubiquitin-like, containing PHD and RING
finger domains, 1) est un des principaux régulateurs du cycle cellulaire. Il présente des propriétés de
« methyl-CpG-binding protein » qui lui confére un role crucial dans la réplication du code
épigénétique lors de la prolifération cellulaire. Les mécanismes moléculaires par lesquels le parasite
agit sur la cellule-hote restent peu connus. Nous avons observé que 1’infection par 7. gondii conduit a
une inhibition de la prolifération des cellules-hotes due a un arrét du cycle cellulaire en phase G2. Ceci
s’accompagne d’une diminution d’expression de la cycline B et d’une forte augmentation d’UHRF1
dans les cellules-hotes. L’inhibition d’UHRF1 par des SiRNA induit une baisse significative de la
croissance parasitaire. Nous avons observé une augmentation de liaison d’UHRF1 au promoteur de la
cycline B au cours de I’infection par 7. gondii. UHRF1 pourrait donc étre responsable de la répression
du géne de la cycline B conduisant a I’arrét du cycle cellulaire. 7. gondii est un parasite unique,
capable de moduler I’expression des génes en interférant avec deux modifications épigénétiques
importantes que sont la méthylation et la modification des histones. Or UHRF1 est un facteur de
transcription qui relie ces deux modifications épigénétiques. Ceci ferait d’UHRF1 un outil puissant qui
permettrait au parasite d’exploiter le génome de la cellule-hote. L activation d’UHRF1 ferait intervenir
le facteur de transcription NF-kB et un facteur parasitaire issu des rhoptries.

Epigenetic alterations and role of the transcription factor UHRF1 in host cells infected with
Toxoplasma gondii

Toxoplasmosis, caused by a parasite, Toxoplasma gondii, is one of the most common infections in
France: about 50% of the adult population is infected and it is estimated that 200,000-300,000 new
infections occur each year, 15-20% which are symptomatic. The severity of infection is due to the risk
of fetal transmission of the parasite in cases of infection during pregnancy and the risk of reactivation
in the case of immunosuppression. There is no efficient treatment for the intracellular forms of the
parasite and no vaccine. 7. gondii is an obligate intracellular parasite that interferes with the molecular
signaling pathways of host cells and alters several physiological processes such as differentiation,
apoptosis and proliferation. The transcription factor UHRF1 (ubiquitin-like, containing PHD and
RING finger domains, 1) is a key cell cycle regulator. It’s also a "methyl-CpG-binding protein” that
gives it a crucial role in the replication of the epigenetic code. The molecular mechanisms by which
the parasite affects the host cell remain poorly understood. We observed that infection with 7. gondii
leads to an inhibition of proliferation of host cells due to cell cycle arrest in G2 phase. This results in a
decrease of expression of cyclin B and a sharp increase in UHRF1 in host cells. Inhibition of UHRF1
by SiRNA in host cells induces a significant decrease in parasite growth. We observed an increase in
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binding of UHRF1 to cyclin B promoter during infection with 7. gondii. UHRF1 could be responsible
for the repression of cyclin B gene, leading to cell cycle arrest. 7. gondii is able to modulate gene
expression by interfering with two important epigenetic modifications, methylation and histone
modifications. UHRF1 is a transcription factor that connects these two epigenetic modifications. This
would make UHRF1 a powerful tool that would allow the parasite to exploit the genome of the host
cell. Activating UHRF1 involved the transcription factor NF-kB and a factor based on the parasite
rhoptries.
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