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Résumé 
 

Toxoplasma gondii est un parasite appartenant au phylum des Apicomplexes et responsable de la 
toxoplasmose chez l’Homme. La différentiation d’une forme réplicative appelée tachyzoïte à une forme 
enkystée appelée bradyzoïte, est essentielle pour sa persistance chez l’hôte intermédiaire et pour sa 
transmission. Cette étape permet d’assurer la survie du parasite et d’échapper au système immunitaire. 
Aucun traitement ne permet à ce jour de traiter la forme chronique de la maladie ou d’éliminer les kystes 
parasitaires présents au sein du cerveau, des yeux et des muscles des patients infectés. La conversion 
d’une forme à une autre est une étape clef pour la pathogénèse du parasite et est marquée par des 
modifications métaboliques et changements d’expressions géniques. Les mécanismes impliqués dans 
ces transitions sont encore peu caractérisés, et apparaissent de plus en plus comme de futures cibles 
potentielles thérapeutiques dans la lutte contre cette parasitose.  

Nous avons tenté de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui contrôlent la différenciation 
chez T. gondii. Pour cela, nous nous sommes intéressés à l’implication des enzymes modificatrices de la 
chromatine dans la régulation des gènes au cours de la différentiation. Notamment, nous avons utilisé 
des inhibiteurs de l’activité Histone Déacétylase (HDAC) chez le parasite afin de mieux comprendre leur 
rôle et leur essentialité dans ce processus. Nous explorons ici l’efficacité d’un inhibiteur d’HDAC 
(MC1742) sur la forme tachyzoïte perturbant profondément l’expression des gènes et induisant la mort 
du parasite. Nous démontrons l’implication des Histones Déacétylases dans les mécanismes de 
changement de formes parasitaires, et vérifions l’importance de la régulation épigénétique dans les 
processus de conversion de T. gondii. Nous avons aussi étudié la conversion parasitaire du tachyzoïte 
vers le bradyzoïte grâce à l’élaboration d’un nouvel outil de culture cellulaire permettant d’obtenir des 
bradyzoïte matures dans des cellules cérébrales. Nos travaux mettent en évidence les diverses vagues 
de changements successives de profil d’expression des gènes qui s’opèrent au cours de la conversion, 
spontanée au sein des cellules cérébrales, tachyzoïte-bradyzoïte au long cours (plus de 2 semaines). 
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Abstract 
 

Toxoplasma gondii is a parasite of the Apicomplexa phylum that causes toxoplasmosis in humans. 
Technical term abbreviations will be explained upon first use. Differentiation from the replicative 
tachyzoite stage to the encysted bradyzoite stage is crucial for persistence in the intermediate host and 
transmission. This stage allows the parasite to evade the immune system and survive. To date, there is 
no treatment available for the chronic form of the disease or the parasitic cysts present in the brain, eyes, 
and muscles of infected patients. Conversion between different forms represents a major stage in the 
pathogenesis of the parasite, characterized by metabolic modifications and changes in gene expression. 
The mechanisms responsible for these transitions remain poorly understood, but they are increasingly 
recognized as possible therapeutic targets for coping with this parasitic infection.  

We aimed to gain a better understanding of the molecular mechanisms that control differentiation in T. 
gondii. To achieve this, we investigated the involvement of chromatin-modifying enzymes in gene 
regulation during differentiation. Specifically, we utilized inhibitors of Histone Deacetylase (HDAC) 
activity in the parasite to gain insight into their role and importance in this process. Here, we investigate 
the effectiveness of the HDAC inhibitor (MC1742) on the tachyzoite form, which drastically impacts gene 
expression and promotes parasite death. We establish the role of Histone Deacetylase in parasite shape-
changing mechanisms and confirm the significance of epigenetic regulation in T. gondii transformation 
processes. Additionally, we investigate the transformation of parasites from tachyzoite to bradyzoite by 
developing a novel cell culture apparatus that enables mature bradyzoites to be obtained within brain 
cells. Our study reveals the multiple waves of alterations in gene expression profiles that transpire over 
a period exceeding two weeks during the spontaneous conversion of tachyzoites to bradyzoites in brain 
cells. 
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Introduction. 

1 Toxoplasma gondii : Classiϔication et cycle de vie 
 

1.1 Historique et classiϔication 
 

Toxoplasma gondii (T. gondii) est un protozoaire appartenant au phylum des Apicomplexes responsable 
de la toxoplasmose (tableau 1). Ce parasite a été décrit pour la première fois en 1908 à l’Institut Pasteur 
de Tunis (Tunisie) par Nicolle et Manceaux dans les tissus d’un rongeur sauvage, le gundi (Ctenodactylus 
gundi). Nicolle et Manceaux ont d’abord cru identifier un parasite du genre Leishmania, qu’ils 
nommèrent Leishmania gondii avant de lui donner le nom de Toxoplasma gondii en rapport avec sa 
forme arquée (du grec Toxon signifiant arc) et de l’hôte dans lequel il a été découvert (gondii). Il est 
découvert chez l'Homme par Darling la même année et retrouvé en 1923 par Janku dans des kystes 
rétiniens d'un enfant atteint d’hydrocéphalie. La mise au point de tests de diagnostics sérologiques dans 
les années 40 a permis de révéler sa grande prévalence. 

Seul représentant connu de son espèce, T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire d’organismes 
homéothermes et partage des caractéristiques biologiques et constitutives spécifiques et communes 
avec les autres espèces appartenant au même phylum : 

- Le complexe apical qui a donné le nom aux Apicomplexes est constitué de 3 organites 
sécrétoires (les rhoptries, les micronèmes et les granules denses). Cette machinerie est 
essentielle à l’invasion de la cellule hôte. La décharge séquentielle de son contenu participe à la 
formation de la jonction mobile, essentielle à l’invasion des cellules hôtes, et de la vacuole 
parasitophore, compartiment membranaire dans lequel le parasite proliférera. 

- Les éléments et l’organisation du cytosquelette dont le conoïde et l’anneau polaire dans la 
région apicale (1). 

- La plupart des Apicomplexes présentent 2 organites possédant leur propre matériel génétique 
extranucléaire, la mitochondrie (excepté pour Cryptosporidium) et l’Apicoplaste qui résulte de 
l’internalisation d’un plaste vestigial au cours de l’évolution. 

Certains Apicomplexes sont des pathogènes humains ou vétérinaires. Toxoplasma gondii est 
responsable de la parasitose la plus répandue à l’échelle du globe : la Toxoplasmose.  

 

Domaine Eukaryota   
Règne  Alveolata décrit par Cavalier-Smith en 1991 
Embranchement  Apicomplexa décrit par Levine en 1970 
Classe  Coccidia décrit par Leuckart en 1879 
Ordre  Eucoccidiorida décrit par Léger et Duboscq en 1910 
Famille  Sarcocystadae décrit par Poche en 1913 
Genre  Toxoplasma décrit par Nicolle et Manceaux en 1909 
Espèce  gondii décrit par Nicolle et Manceaux en 1908 

Tableau 1. Classification taxonomique du parasite Toxoplasma gondii. 
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1.2 Les apicomplexes 
La classification des organismes eucaryotes repose aujourd’hui sur une organisation basée sur 
l’évolution. La diversité de l’ADN mitochondrial a permis cette classification (2). Ainsi, les eucaryotes ont 
été classés en 6 grands groupes : les Opisthokonta, les Amoebozoa, les Excavata, les Rhizaria, les 
Archaeplastida et les Chromalveolata (2,3). Les Alveolata présents au sein de ce dernier groupe se 
divisent en 3 embranchements : les Dinoflagellata, les Ciliata et les Apicomplexa. Les Apicomplexa 
constituent un large phylum regroupant les Gregarinea, les Cryptosporidia, les Haematozoa et les 
Coccidia (figure 1). Plus de 6000 espèces d’Apicomplexes sont actuellement identifiées. 

 

Figure 1. Schéma putatif des différentes sous-classes disposées sur  l’arbre phylogénétique du 
phylum Apicomplexa adapté de (4). 

Certains organismes du phylum des Apicomplexa sont des agents d’infections humaines et vétérinaires 
majeurs, notamment l’agent de la malaria (Plasmodium falciparum), la toxoplasmose (Toxoplasma 
gondii), la coccidiose des ovins et des gallinacés (Eimeria sp.), la néosporose canine et bovine (Neospora 
caninum) et la cryptosporidiose (Cryptosporidium sp.). 

 

Outre la toxoplasmose, les parasitoses Apicomplexes ont un lourd impact économique et en termes de 
santé humaine ou vétérinaire. Nous proposons ici un descriptif rapide de quelques parasitoses 
apicomplexes majeures autre que la toxoplasmose : 

 

1.2.1 Le paludisme 
Provoqué par Plasmodium falciparum (responsable de la majorité des morts), Plasmodium ovale, 
Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae et Plasmodium vivax, la malaria est la parasitose la plus 
importante par le nombre de morts qu’elle génère (627000 en 2020), principalement des enfants de 
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moins de 5 ans et des femmes enceintes. Le paludisme se transmet d’Homme à Homme par 
l’intermédiaire de la piqure de moustique femelle : l’Anophèle. L’Homme est un hôte intermédiaire au 
sein duquel le parasite se reproduit de façon asexuée. La première phase de l’infection est 
asymptomatique et correspond à la phase « pré-érythrocytaire » durant laquelle le parasite transmis 
par la piqure du moustique infecte les cellules hépatiques et se multiplie. Durant la deuxième phase de 
la maladie, la phase érythrocytaire, le parasite envahie les érythrocytes, s’y divise et lyse les hématies. 
Les symptômes apparaissent durant cette étape, entre 9 et 30 jours après l’infection et se présentent 
sous forme de fortes fièvres, des céphalées et des douleurs musculaires. Selon les estimations de l’OMS, 
en 2019, 229 millions de cas de paludisme ont été répertoriés dont 409000 décès. Le traitement contre 
la maladie est mis à mal par l’apparition de souches résistantes (5) et la découverte d’un vaccin constitue 
aujourd’hui un enjeu important. 

 

1.2.2 La babesiose 
Très proche du paludisme par ses aspects pathogéniques, la babesiose (ou piroplasmose) est transmise 
aux vertébrés par la piqure du tique Ixodes. Caractérisée par deux phases infectieuses très similaires au 
paludisme, la babesiose constitue principalement un risque vétérinaire (Babesia canis chez le chien) et 
économique (Babesia divergens dans les élevages bovins). L’Homme n’est infecté que dans de rares cas. 

 

1.2.3 La néosporose 
La néosporose est une maladie qui a un lourd impact économique au niveau des élevages bovins. Avec 
un coût estimé à un milliard de dollars sur l'économie mondiale chaque année, il est considéré que 15 à 
20% des avortements chez les bovins sont à lui imputer ainsi qu’un nombre important d’avortements 
chez les juments(6). Aucun traitement efficace, ni vaccination existe contre Neospora caninum et le seul 
moyen de lutte reste la sélection de parents sains afin d’empêcher une transmission verticale du 
parasite. 

 

1.2.4 La cryptosporidiose 
Zoonose diarrhéique causé par Cryptosporidium, la cryptosporidiose cause de lourdes pertes aux 
élevages bovins et ovins par l’infection de l’intestin et du tube digestif des mammifères entrainant une 
déshydratation, de la fièvre, une perte de poids et un affaiblissement. L’Homme se contamine par 
ingestion d’aliments ou d’eau contaminée par des excréments d’animaux infectés par Cryptosporidium 
parvum ou Cryptosporidium hominis. 

 

1.2.5 Les coccidioses 
Causées par des parasites du genre Eimeria, ces parasitoses représentent le premier fléau parasitaire 
dans les élevages avicoles. La multiplication massive de parasites dans les entérocytes cause des 
diarrhées hémorragiques, une perte de poids et une déshydratation pouvant conduire à la mort. Le coût 
de cette parasitose est estimé à plus de deux milliards de dollars chaque année dans le monde. La 
prophylaxie actuelle repose sur l’utilisation de drogues anticoccidiennes et de vaccins. 
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Compte tenu de la dangerosité de certains parasites apicomplexes et des coûts engendrés par leur 
impact sur le plan humain et vétérinaire, la recherche sur les apicomplexes apparait comme une 
nécessité afin de réduire la mortalité, la morbidité et les coûts économiques liés à ces parasitoses. 

1.3 Le toxoplasme : un cycle de vie complexe et une répartition 
globale 

 
1.3.1 Trois types prédominants 
Les souches de T. gondii sont classées dans trois types prédominants. Les 3 types différents par leur 
vitesse de croissance, leur virulence dans un modèle murin, leur capacité à générer des kystes tissulaires 
et à traverser les couches épithéliales (la transmigration) (7,8). Ces 3 types de parasites résultent d’un 
croisement génétique qui s’est opéré il y a 10000 ans (9). 

Les souches de type I se caractérisent par une réplication rapide couplée à une virulence plus forte chez 
la souris. La souche la plus étudiée de type I est dénommée « RH » en référence aux initiales d’un enfant 
de 6 ans décédé d’encéphalite humaine aiguë due à T. gondii en 1938 dont la souche a été extraite (10). 
Celle-ci présente un taux de réplication élevé facilitant la manipulation génétique et le maintien en 
culture cellulaire (11). Cependant, le type I présente un désavantage majeur de par sa capacité réduite 
à générer des kystes matures in vitro comme in vivo. Il est toutefois possible d’exprimer un début de 
conversion bradyzoïte dans des conditions de stress aboutissant à l’expression de gènes et la production 
de protéines spécifiques aux bradyzoïtes telles que des composants de la paroi du kystique (12,13). 

Les souches de type II sont les souches les plus communément rencontrées lors d’infections humaines 
en Europe et Amérique du Nord. En France, plus de 90% des souches isolées de patients sont des 
parasites de type II (14). Ces souches présentent un taux de réplication plus faible, se différencient 
facilement en bradyzoïtes et sont hypovirulentes chez la souris. 

Les souches de type III sont caractérisées par leur avirulence chez la souris (15) et ont un taux de 
réplication faible. Elles ont la capacité de se différencier en bradyzoïtes. 

Entre ces trois groupes, seuls 2% des nucléotides sont différents, montrant ainsi une faible diversité 
génétique (16). Cependant, il est à noter l’existence de souches atypiques essentiellement localisées en 
Asie, en Afrique et en Amérique du Sud. Ces souches exotiques présentent des polymorphismes uniques 
et une plus grande diversité allélique. Cette diversité génétique est maximale en Amérique du Sud 
notamment dans la zone amazonienne où les génotypes classiques sont remplacés par des lignées 
clonales communes de ces régions (16). En Amérique du Sud, au moins 150 génotypes regroupés en 
haplogroupes 4 à 15 (17,18) ont été isolés. Certaines de ces souches atypiques ont été associées à des 
épidémies de toxoplasmose humaine sévère (19) caractérisées par des atteintes pulmonaires  graves 
(20). 

L’existence de nombreux hôtes potentiels notamment parmi les modèles animaux régulièrement utilisés 
en laboratoire et la manipulation génétique aisée ont longtemps fait de T. gondii un modèle d’étude de 
la biologie des parasites Apicomplexes. 
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1.3.2 Un cycle de vie complexe 
Toxoplasma gondii est un organisme hétéroxène. Différentes formes parasitaires sont observables à 
travers un cycle de vie complexe. Ce cycle de vie peut être divisé en deux parties, un cycle court 
(monoxène) sexué qui se passe chez l’hôte définitif (le félin) (figure 2, cycle rouge) et un cycle long 
(hétéroxène) (figure 2, cycle bleu) durant lequel le parasite peut infecter plusieurs hôtes homéothermes 
dit intermédiaires tout en gardant la capacité de retourner chez le félin pour y effectuer sa reproduction 
sexuée. 

 

Figure 2. Le cycle de vie de T. gondii : Chez l'hôte intermédiaire, une réplication asexuée se produit. 
L'infection aiguë est causée par des tachyzoïtes à réplication rapide qui se disséminent dans tout 
l’organisme. La différenciation en bradyzoïtes à croissance lente dans les kystes tissulaires conduit à une 
infection chronique à long terme. Chez le chat ou les félidés, la réplication dans les entérocytes de 
l'intestin permet le passage vers un cycle sexué où les gamètes mâles et femelles se forment. Leur fusion 
conduit à la formation d'oocystes diploïdes qui sont excrétés dans les fèces du chat et subissent la méiose 
dans l'environnement pour produire huit descendants haploïdes. Les oocystes sont capables de survivre 
dans l'environnement pendant de longues périodes et peuvent contaminer les aliments et l'eau, 
fournissant une voie d'infection pour les hôtes intermédiaires. L'ingestion de kystes tissulaires via une 
alimentation omnivore ou carnivore peut entraîner une transmission à d'autres hôtes intermédiaires ou 
aux chats (21). 
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Plusieurs formes parasitaires distinctes sont observables tout au long du cycle de vie : ces étapes 
prolifératives et de différenciation sont indispensables à la survie de T. gondii. Ce parasite présente une 
adaptation optimale à son environnement par sa capacité à infecter un grand nombre d’hôtes 
homéothermes différents et à échapper à la réponse immunitaire de l’hôte sur le long court.  

1.3.3 La phase sexuée : 
Le cycle sexué de T. gondii ne peut se faire que chez les félidés. Cette particularité serait due à l’absence 
d’une activité delta-6-saturase intestinale nécessaire au métabolisme de l'acide linoléique, entraînant 
un excès systémique d'acide linoléique qui serait nécessaire à l’initiation du cycle sexué (22). La 
contamination se fait par ingestion de kystes parasitaires ou par ingestion de sporozoïtes contaminant 
l’eau de boisson. Des enzymes protéolytiques tels que la pepsine vont dégrader la paroi des oocystes ou 
des kystes dans l’estomac et libérer respectivement les sporozoïtes et bradyzoïtes qui infecteront les 
entérocytes de l’hôte. Les parasites vont se différencier en mérontes et se diviser de façon asexuée 
(endopolygénie) pour donner des mérontes, et se différencier ensuite en gamètes (la gamogonie). La 
reproduction sexuée est alors possible par fusion des gamètes mâles et femelles qui formeront un 
oocyste. Celui-ci sera relargué dans le milieu extérieur dans les fèces 3 à 7 jours après infection du félin. 
Les oocystes vont sporuler et former 2 sporocystes qui donneront 4 sporozoïtes chacun par sporogonie 
(figure 3). 

 

1.3.4 La phase asexuée : 
Chez l’hôte intermédiaire, les voies de contamination sont similaires à l’hôte définitif. Chez l’Homme, 
deux phases sont caractérisées par des formes de développements parasitaires distinctes : la forme 
tachyzoïte est la forme de prolifération active, capable de parasiter tout type cellulaire nucléé et 
responsable de la phase aiguë de la maladie. Après infection des entérocytes du tube digestif, par les 
bradyzoïtes ou sporozoïtes, les parasites vont se différencier en tachyzoïtes. Ceux-ci peuvent alors 
infecter les cellules circulantes de l’immunité afin de se disséminer dans tout l’organisme. Certains 
parasites vont spontanément se différencier et s’enkyster dans certains types cellulaires tels que les 
neurones, les cellules de l’œil constituant la macula (cellules cônes qui sont des cellules photoréceptrices 
spécialisées dans la perception des détails et des couleurs et/ou des cellules neuronales responsables 
de la transmission de l’information optique, actuellement le type de cellules infectées au sein de l’œil 
n’a pas encore été précisément défini) et les cellules musculaires formant ainsi des kystes intracellulaires 
pouvant contenir jusqu’à plusieurs milliers de bradyzoïtes chacun. Ce stade est responsable de la phase 
chronique de la maladie. En effet, les bradyzoïtes contenus dans les kystes échappent au système 
immunitaire (figure 3). 
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Figure 3. Représentation schématique des trois grandes étapes du cycle de développement de T. 
gondii adapté de (14). Phase sexuée chez l’hôte définitif (rose) ; phase asexuée chez l’hôte 
intermédiaire (bleu) ; environnement extérieur (vert) 
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2 La toxoplasmose, prophylaxie et traitement 
 

2.1 La toxoplasmose humaine 
 

En France, environ 50% de la population était séropositive à la toxoplasmose jusque dans les années 90 
(54% en 1995), mais ce chiffre tend à diminuer : 44% en 2003 et 37% en 2010 (Rapport de l’agence 
française de la sécurité sanitaire des aliments ; 2006 ; https://www.vie-
publique.fr/sites/default/files/rapport/pdf/064000311.pdf). Ce pourcentage élevé par rapport à la 
séropositivité mondiale semble être admis comme dû à la consommation de viandes crues ou peu cuites 
issues des habitudes alimentaires sans que cet argument ne soit étayé par des données statistiques 
publiées. 

Deux modes de contamination principaux sont identifiés chez l’Homme : 

- La contamination horizontale se fait par ingestion de kystes (23,24) présents dans 
l’alimentation carnée ou d’oocytes sporulés (25). Une étude menée en France en 1999 
a déterminé les facteurs de risque de transmission principaux et leur classement quant 
au risque de contamination qu’ils représentent. Elle utilise le calcul de l’odd-ratio (OR) 
qui permet d’exprimer le risque qu’un événement entraine une contamination. Il est 
calculé après enquête sur les habitudes de vie entre un groupe de femmes enceintes 
contaminées et un groupe de femmes enceintes non contaminées. Plus un événement 
présente un OR supérieur à 1 et plus il apparait comme facteur à risque (26). 

 

Les résultats de cette enquête démontrent que le risque accru de contamination est lié : 

 Au manque d’hygiène des mains (avec un odd-ratio (OR), ou autrement dit un 
risque relatif, très important de 9,9) 

 A la consommation de viande de bœuf mal cuite (OR = 5,5) 
 A la présence d’un animal domestique (OR =4,5) 
 A la consommation fréquente de légumes crus ramassés en dehors de la maison 

(OR = 3,1) 
 A la consommation d’agneau mal cuit (OR = 3,1) 

 
- La contamination verticale correspond à l’infection de la femme enceinte qui, lors d’une 

primo-infection, ne présente pas d’immunité contre cette parasitose (27). Le tachyzoïte 
peut alors traverser le placenta et infecter le fœtus (Figure 4). 
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Figure 4. Les voies de contaminations humaines au sein du cycle de vie du 
parasite 

- Le cycle hétéroxène permet des voies de contaminations humaines 
multiples : 

 au travers de l’alimentation (consommation d’aliments contaminés 
par des kystes ou des oocystes) 

 Au contact du chat domestique relarguant des oocystes 
 Plus rarement lors d’une intervention chirurgicale, au travers d’une 

greffe d’organes ou une transfusion sanguine contaminée. 
Issus de(28) 

 

 

Dans de très rare cas, l’infection intervient lors d’une transplantation de tissus contenant des kystes ou 
par transfusion sanguine contaminée par des parasites circulants (29). 

 

2.1.1 Toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent 
La phase aiguë de la maladie se traduit généralement par la manifestation de symptômes bénins 
(légère fièvre, courbatures), mais est dans la plupart des cas asymptomatiques (30,31). Très rarement, 
des atteintes viscérales sévères sont observées. En Amérique du Sud (plus précisément en Guyane 
française et au Suriname), des cas de toxoplasmose systémique sévère entraînant la mort de 
personnes immunocompétentes infectées par une souche atypique du parasite ont été signalés (19). 

2.1.2 La toxoplasmose congénitale 
Une primo-infection chez la femme enceinte peut aboutir à une toxoplasmose congénitale par passage 
du parasite circulant au fœtus au travers du placenta et est susceptible de provoquer de graves 
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malformations congénitales voire un avortement spontané. L’incidence de la transmission du parasite 
au fœtus est fonction de l’âge gestationnel. Le risque de transmission augmentant avec l’avancement 
de la grossesse. En effet, l’augmentation de la surface du placenta va favoriser un risque de passage du 
tachyzoïte au fœtus. En cas de dépistage positif, des antibiotiques (spiramycine et sulphonamide) 
peuvent être prescrits pour essayer de réduire le risque de transmission de la mère à l'enfant ainsi que 
la gravité de l'infection chez le bébé à naitre. 

Inversement, en cas d’infection du fœtus, la gravité diminue avec l’avancée de la grossesse, celle-ci étant 
directement lié à la maturité du système immunitaire de l’enfant (32). Une infection en début de 
grossesse présente donc un risque majeur de malformations neurologiques sévères voire d’avortement 
(33). Les enfants infectés in utero et ne présentant pas a priori de symptômes ont un risque de lésion 
oculaire à vie appelée choriorétinite pouvant mener à la cécité en cas d’atteinte bilatérale (34). 

 

2.1.3 La toxoplasmose du sujet immunodéprimé 
Une défaillance du système immunitaire et en particulier une déficience de la sécrétion de l’interféron 
gamma (INF-γ) représente le scenario favorable à l’apparition de formes graves de la toxoplasmose. Ces 
dernières peuvent être dues soit à une primo-infection, soit à une réactivation de kystes issus d’une 
infection passée. Une conversion bradyzoïte-tachyzoïte et une prolifération massive de parasites peut 
s’opérer suite à la disparition de la pression immunitaire. 

Lors de certaines affections ou de greffe de moelle osseuse, la disparition des cellules circulantes de 
l’immunité par traitement chimique ou irradiation de la greffe va affaiblir drastiquement les défenses 
immunitaires du patient receveur qui peut alors présenter une défaillance multi-viscérale liée à une 
dissémination massive du parasite. Chez les patients bénéficiant de certaines greffes d’organes 
(notamment le cœur), l’apport de parasites par le greffon à un receveur séronégatif à la toxoplasmose 
présente une très grande probabilité de réactivations kystiques et de développement de complications 
graves sans traitement approprié. En service d’hématologie,  6 % des patients déclarent une 
toxoplasmose dans les trois mois qui suivent une greffe aboutissant au décès du patient dans 66% des 
cas (35,36). 

Bien que les cas de toxoplasmose chez des individus ayant déclaré un SIDA soient en nette diminution 
depuis l’utilisation des antirétroviraux, 250 cas par an sont identifiés depuis la mise en place des 
protocoles de HAART (Highly active antiretroviral therapy) ou  traitement antirétroviral hautement actif 
(37). Selon la même étude en 2006, une augmentation de parasitoses liées aux transplantations 
d’organes et transfusions sanguines était observée. 

 

2.1.3.1 La toxoplasmose cérébrale 
La manifestation clinique la plus répandue chez les immunodéprimés est la toxoplasmose cérébrale qui 
s’accompagne généralement de symptômes tels que la fièvre, des céphalées, des troubles moteurs, 
sensitifs ou psychiatriques (38). 

Très fréquente dans le cas de patients atteints par le VIH, cette affection était une des principales causes 
de décès avant l’introduction de traitements antirétroviraux (39). Une diminution importante des 
lymphocytes T (<100/mm3) représente un facteur à risque élevé d’une réactivation de kystes (40). Chez 
ces patients, la toxoplasmose cérébrale est la deuxième infection opportuniste après la pneumocystose 
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pulmonaire. Elle se traduit par l’apparition de lésions cérébrales appelées « cocardes » observées à 
l’imagerie sous forme d’abcès souvent multiples faiblement denses au centre caractéristique d’une 
nécrose et une hyperdensité en périphérie résultant de l’inflammation (Figure 5). L’observation de ces 
aspects lors d’une infection au SIDA, couplée avec une sérologie positive en IgG anti-toxoplasma est une 
indication pour la mise sous traitement contre la toxoplasmose du patient (Moulinier A and Moulonguet 
A. 2004. Manifestations neurologiques. In : VIH, 6ème édition Douin éditeurs, Rueil-Malmaison. 635 pp). 

2.1.3.2 La toxoplasmose oculaire 
Très répandue chez les personnes infectées in utero, la toxoplasmose oculaire est également susceptible 
de concerner 10 à 20% des patients infectés post-natal. Elle se traduit par des troubles visuels pouvant 
s’avérer irréversibles et l’apparition de corps flottants dus à la destruction de parties postérieures de 
l’œil (la rétine). Elle résulterait le plus souvent d’une réactivation kystique au niveau de la rétine (Figure 
6). 

La rétinochoroïdite est la manifestation oculaire de la toxoplasmose congénitale la plus fréquente. Une 
perte irréversible de la vision centrale peut apparaître en cas d’atteinte de la macula et/ou du nerf 
optique, ou de complications tel le décollement de rétine. Environ 25% des patients atteints de 
toxoplasmose oculaire présente une baisse mesurable de la vision. L’atteinte du champ visuel serait bien 
plus fréquente car présente dans environ 2/3 des cas (41). 

 

Figure 5. Imagerie cérébrale (IRM avec injection de marqueur de contraste). 
Une lésion de nécrose avec œdème vasogénique environnant (flèche) évocatrice de 
toxoplasmose cérébrale en prise de contraste périphérique 
Abcès cérébral souvent associé à une fièvre (50% des cas) et des troubles 
épileptiques. Issu de (42). 
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Figure 6. Fond d'œil : Choriorétinite consécutive à une toxoplasmose congénitale 
(lésions cicatricielles pigmentées et une lésion active claire). 
Issu de (43) 
 

 

2.1.3.3 La toxoplasmose pulmonaire 
En cas de profonde immunodépression, de graves atteintes pulmonaires potentiellement mortelles 
peuvent survenir dans de rares cas sous forme de pneumopathies (44). Avec le succès de la thérapie 
antivirale chez les patients atteints du VIH, la toxoplasmose pulmonaire est désormais plus 
fréquemment observée chez les patients présentant un autre déficit immunitaire que le SIDA (45),  tels 
que les patients greffés (46,47), les personnes âgées présentant un système immunitaire affaiblit et les 
nourrissons dont l'immunité est encore immature. Le développement de diagnostics précoces de ces 
infections constitue un enjeu majeur permettant de réduire les coûts médicaux, la morbidité et la 
mortalité qui sont malheureusement très élevés dans cette pathologie. 

De nouveaux génotypes atypiques issus d’Amérique du sud (génotype ToxoDB # 13 des Caraïbes et 
ToxoDB # 6 du Brésil) sont caractérisés pour présenter une virulence accrue chez la souris et peuvent 
provoquer plus fréquemment  des pneumopathies présentant des charges parasitaires significativement 
plus élevées dans les poumons et les yeux tant chez les immunodéficients que les immuno-compétents 
(20). 

2.1.4 Données épidémiologiques 
Avec une prévalence de 1/3 de la population mondiale, la séropositivité varie d’une région à une autre 
en fonction des habitudes alimentaires, des facteurs environnementaux (températures extérieures) et 
des groupes ethniques (48). Cette variabilité va de 7 à 80% en fonction des différentes zones 
géographiques du globe. Par exemple, elle est inférieure à 30% en Asie et en Amérique du Nord et 
supérieure à 60% en Afrique et Amérique du Sud. En France, d’après le Centre National de Référence 
(CNR) de la toxoplasmose, le nombre d’infections annuel est estimé entre 200000 et 300000, dont 10% 
d’infection symptomatiques. En 2007, le CNR a dénombré 272 cas de toxoplasmose congénitale sur 867 
308 naissances en France et dans les DOM. Ce chiffre tend à diminuer avec 116 cas pour 701 819 
naissances en 2021. Seule une primo-infection sur 4 de la femme enceinte aboutit à une toxoplasmose 
congénitale en France (33,49). En 2018, la toxoplasmose congénitale présentait une incidence de 2,9/10 
000 naissances. En France, le dépistage et la surveillance de la toxoplasmose ont été rendus obligatoire 
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par les décrets du 17 mars 1978 et du 14 février 1992 chez les femmes enceintes avant la fin du premier 
trimestre de grossesse. Cependant, cette surveillance n’est pas harmonisée à l’échelle de la planète. 

En Amérique du Sud, les formes graves de toxoplasmose sont plus répandues que dans d'autres parties 
du monde, sans doute causées par la plus grande diversité génétique de souches présentes sur ces 
territoires (50,51). 

En termes de santé vétérinaire, T. gondii représente également un double problème à travers l’infection 
du bétail : 

- Les kystes se développent chez les animaux infectés et sont susceptibles de contaminer 
l’Homme par consommation de la viande. En raison de la forte incidence de la toxoplasmose 
chez les animaux utilisés pour la consommation humaine (52,53), T. gondii est classé parmi les 
agents pathogènes d'origine alimentaire sous surveillance. Les « Centers for Disease Control » 
(États-Unis) classent T. gondii parmi les trois agents pathogènes, ainsi que Listeria et Salmonella, 
responsables de 70 % des décès d'origine alimentaire aux États-Unis (54). 

- La toxoplasmose est responsable d’avortements chez les ovins en cas de primo-infection 
entrainant des pertes économiques conséquentes pour la filière. Un vaccin a été développé dans 
le but de limiter ces pertes et reposant sur une souche parasitaire (S48) incapable de s’enkyster. 
Son administration à la brebis avant la gestation a pour but d’immuniser l’animal et d’empêcher 
le développement de parasites et de kystes chez le fœtus lors d’une primo-infection (55). 
 

2.1.5 Le diagnostic 
Un diagnostic précis et précoce de la toxoplasmose est essentiel pour une thérapie appropriée. 
Aujourd'hui, le diagnostic moléculaire et le sérotypage sont largement utilisés pour le diagnostic de la 
toxoplasmose dans de nombreux pays. Pour déterminer si un individu a été infecté dans un passé 
lointain ou a été infecté récemment, une combinaison de tests sérologiques est généralement 
nécessaire. 

Il existe plusieurs méthodes de détection du parasite chez l'homme et l'animal. La majorité sont des 
tests ELISA de dosage des antigènes recombinants ou d’anticorps circulants et des tests par détection 
peptidiques (56). Des techniques de type « western blot » sont utilisées pour faire la distinction entre 
les anticorps spécifiques à la mère et ceux générés par le nouveau-né au cours des six premiers mois de 
sa vie, en plus des techniques de laboratoire classiques (57,58). Enfin, la réaction de polymérisation en 
chaîne en temps réel après transcription reverse (RT-PCR) est une méthode très sensible capable de 
donner un résultat quantitatif en terme de parasitémie (59–61). Cette dernière est indiquée au 
diagnostic de la toxoplasmose chez les patients immunodéprimés, chez les greffés ou en cas d’atteinte 
fœtale, car elle permet une détection sensible, rapide et spécifique du parasite. 

Certains diagnostiques ont été développés pour éviter la nécessité de techniques plus intrusives sur le 
fœtus et permettre un dépistage sur des prélèvements rapides à effectuer dont la mise en œuvre 
présente un minimum de risques possibles pour le sujet testé. La PCR conventionnelle et la RT-PCR sont 
bien adaptées à l’utilisation d’une large variété d'échantillons cliniques et sont donc utilisée afin de 
détecter la maladie et le génotype de la souche infectante dans divers prélèvements, tel que le sang, le 
liquide céphalo-rachidien ou le liquide amniotique (62). 

La PCR conventionnelle et la RT-PCR ont également permis le développement de techniques de 
détections précoces par prélèvement intra-utérin (63). 
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2.2 Prophylaxies, traitements et nouvelles voix thérapeutiques 
 

2.2.1 Thérapeutiques conventionnelles 
Actuellement, les traitements permettant de lutter contre la toxoplasmose sont dirigés contre 3 voies 
métaboliques : la voie de synthèse des folates, les voies de synthèse métaboliques de l’apicoplaste et 
celle du transport d’électrons dans la membrane mitochondriale. Ces médicaments utilisés pour traiter 
la toxoplasmose ont généralement des effets secondaires importants (64–66) et nécessitent des 
traitements prolongés allant de quelques semaines à plus d'un an. La nécessité de longues durées de 
traitement et le risque de récurrence de la maladie sont en partie dues au manque d'efficacité contre les 
kystes tissulaires quiescents. 

2.2.1.1 La voie de synthèse des folates : 
Les folates entrent dans la voie de synthèse des nucléotides et sont essentiels à la division du parasite 
et donc à sa survie. Deux enzymes sont impliquées dans la synthèse des folates : la dihydroptéroate 
synthétase (DHPS) qui est absente chez les mammifères et la dihydrofolate réductase (DHFR). La DHFR 
est présente chez l’Homme et l’utilisation de composés inhibant cette voie induit une carence en folates 
chez l’hôte responsable d’effets tératogènes et hématopoïétiques. Ces traitements sont donc 
accompagnés d’un apport en folates. La pyriméthamine est l’inhibiteur de la DHFR le plus utilisé car très 
efficace contre T. gondii. 

Les sulfones et sulfonamides (principalement sulfadiazine) sont des inhibiteurs du DHPS, présentent une 
faible efficacité et occasionnent des effets secondaires bénins. Cependant, la synergie entre inhibiteur 
de DHPS et DHFR potentialise les effets et justifie depuis les années 50 (67) l’administration en duo de 
la pyriméthamine-sulfadiazine comme schéma thérapeutique classique. 

A la différence de Plasmodium falciparum, le risque d’apparition de foyers de résistance à ce traitement 
est faible chez T. gondii pour 2 raisons principales : l’absence de traitement de masse de la population 
et de passage du parasite d’homme à homme. En effet, les patients sont traités individuellement sans 
risque de contaminer leurs proches, une mutation ou plusieurs mutations sont donc susceptibles 
d’apparaître (68) chez un patient traité au long court, mais sans risque de dissémination de cette 
résistance. Les problèmes rencontrés avec ce traitement sont donc axés sur des intolérances très 
fréquentes auxquelles s’ajoute la pénurie de traitement alternatif. 

Bien qu’utilisé en première intention, la pyriméthamine couplée à la sulfadiazine présente de nombreux 
effets secondaires pouvant s’avérer très délétères pour le patient. Leur substitution par d’autres 
composés est alors indispensable en cas d’intolérance, toxicité ou inefficacité du traitement. Lors d’une 
toxoplasmose encéphalite, le manque d’efficacité conduit à la substitution de ce traitement chez un 
tiers des patients (69). Si la pyriméthamine n’est pas tolérée, le couple triméthoprime-sulfaméthoxazole 
est aussi efficace que la pyriméthamine-sulfadiazine et peut également être utilisé comme alternative. 

 

2.2.1.2 La voie de synthèse de l’apicoplaste 
L’apicoplaste est un organite possédant son propre ADN circulaire de 35kb, résultant de l’internalisation 
par endosymbiose d’une algue verte au cours de l’évolution des Apicomplexes (70). Celui-ci est essentiel 
à la survie du parasite et sa disparition conduit à la mort du parasite. Les macrolides (spiramycine, 
roxithromycine, clarithromycine, clindamycine, azithromycine, et kétolides) sont connus pour inhiber la 
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réplication de l’apicoplaste et présentent donc un intérêt thérapeutique contre le parasite, notamment 
la clindamycine et l’azithromycine (37). Lors d’intolérance au traitement classique, la sulfadiazine peut 
être substituée par la clindamycine en synergie avec la pyriméthamine afin de limiter le risque 
d’intolérance cutanée (71). Cependant, pour une toxicité similaire, la clindamycine est moins efficace 
pour prévenir les rechutes (72). 

En cas de primo-infection en cours de grossesse, la spiramycine est le seul macrolide à être administré 
en monothérapie afin de diminuer le risque de transmission transplacentaire. 

 

2.2.1.3 La voie de l’ubiquinone dans la mitochondrie 
Certains composés vont cibler la mitochondrie : Les hydroxy-1,4-naphthoquinones (73). Parmi ces 
composés, l’atovaquone entre en compétition avec l’ubiquinone et perturbe le transport d’électrons 
dans la membrane mitochondriale et indirectement, la voie de synthèse de l’ADN. En effet, plusieurs 
enzymes parasitaires liées au système de transport d'électrons mitochondrial sont inhibées par ces 
composés. Parmi ces enzymes figure la dihydrofolate déshydrogénase (DHOD), qui est nécessaire à la 
biosynthèse des pyrimidines. Étant donné que les parasites apicomplexes sont incapables de récupérer 
de l’hôte les pyrimidines ou de le synthétiser de novo, l'inhibition de la DHOD entraîne la mort du 
parasite. L’atovaquone est utilisé dans le traitement du paludisme et de la toxoplasmose. Chez T. gondii, 
elle représente une des rares molécules actives contre les formes enkystées du parasite. 

L'atovaquone ou l'azithromycine peuvent être utilisées en association avec la pyriméthamine ou la 
sulfadiazine pour le traitement et la prophylaxie de la toxoplasmose lorsque le traitement de première 
intention est contre-indiqué. Cependant, ces thérapies ont des niveaux d’intolérance similaire au 
traitement de première intention (74). 

Actuellement, le traitement le plus efficace contre la toxoplasmose reste donc l’association 
pyriméthamine-sulfadiazine (Tableau 2). 

Les durées de traitement varient en fonction des manifestations cliniques : 

- Pour une encéphalite à Toxoplasma, le traitement est d'au moins 6 semaines  
- Concernant une infection congénitale, la durée de traitement est d'au moins 1 an  
- Une infection oculaire est traitée de 4 à 6 semaines avec la considération d'une suppression 

continue pour prévenir les rechutes. 
La prolongation de ces traitements est imposée par une efficacité limité de ces médicaments sur le stade 
kystique du parasite (75,76). 
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Forme clinique  Traitement 
Infection asymptomatique  NON 
Infection symptomatique (fièvre modérée, ganglions)  NON/SPR 
Primo-infection compliquée de l’immunocompétent PYR/SULFA 
Séroconversion grossesse  SPR 
Toxoplasmose congénitale  PYR/SULFA 
Toxoplasmose oculaire  PYR/SULFA 
Infection de l’immunodéprimé   
 - SIDA  PYR/SULFA 
 - Transplantés  PYR/SULFA 
 - Autre  PYR/SULFA 

Tableau 2. Stratégies thérapeutiques et prophylactiques appliquées en fonction de la forme 
clinique de la toxoplasmose. Adapté de (77) 

PYR : pyriméthamine; SULFA : sulphonamides ; SPR : spiramycine 

 

Bien que des mesures préventives axées sur l'hygiène et la production de viande aient réduit la 
prévalence de l'infection humaine à T. gondii, ces mesures ne réduiront pas suffisamment le fardeau 
global de l'infection humaine à la toxoplasmose. De nouveaux composés thérapeutiques devront être 
découverts et leur développement devra répondre à quelques impératifs : 

- un traitement plus efficace contre la toxoplasmose avec une diminution de la toxicité 
- l'obtention de concentrations thérapeutiques dans le cerveau, les muscles et les yeux où le 

parasite s’enkyste 
- un traitement qui serait actif à la fois contre les stades réplicatifs et latents 
- la réduction de la durée de traitement 
- la sécurité pendant la grossesse (absence d’effets tératogène) 
- la création d'une formulation peu coûteuse et pratique. 

Concernant ce dernier point, il apparait que la distribution mondiale de la toxoplasmose dans des 
populations présentant des ressources médicales limitées indique qu'un nouveau médicament anti-T. 
gondii se doit d’être biodisponible par voie orale, avoir une formulation chimiquement stable et être 
peu coûteux à produire (ce qui est déjà le cas pour la pyriméthamine). 

 

2.2.2 Nouvelles cibles thérapeutiques et perspectives 
 

Nous avons explicité plus haut les limites des traitements actuels contre la toxoplasmose. De nouvelles 
stratégies et cibles thérapeutiques sont actuellement en cours d’exploration selon deux approches 
expérimentales : la découverte de novo de molécules actives contre une voie métabolique essentielle à 
la survie du parasite et la réorientation de composés pharmaceutiques déjà connus pour d’autres 
domaines thérapeutiques. 
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2.2.2.1 Détournement de molécules pharmaceutiques 
Les techniques de criblage haut débit permettent de tester de grandes banques de composés déjà 
connus pour leur action thérapeutique dans d’autres maladies ou contre d’autres apicomplexes. Ces 
composés ont l’avantage d’être connus et parfois déjà utilisés pour leur faible toxicité chez l’Homme. 
Ainsi, de nombreux composés actifs contre le paludisme ou dirigés contre d’autres agents pathogènes 
apicomplexes ont démontré une grande efficacité contre T. gondii (78–80). 

L'artémisinine, un antipaludique très efficace, ainsi que ses nombreux dérivés produits au fil des années, 
ont montré un potentiel dans le traitement de la toxoplasmose murine (81). L'artémisone et l'artémiside 
sont particulièrement intéressants et leurs efficacités ont été démontrées concernant la prolongation 
de la survie et la réduction de la charge de kystes cérébraux chez les souris infectées par les tachyzoïtes 
d'une souche de type II. L’artémisone et l’artémisine ont respectivement présenté des IC50 in vitro de 
0,120 et 0,108 µM contre T. gondii. 

2.2.2.2 Principales cibles thérapeutiques potentielles 
Les cibles thérapeutiques attractives sont les voies métaboliques chargées de la synthèse de composants 
non fournis par la cellule hôte (acides gras, stérols et polyisoprénoïdes…). Idéalement, ces voies doivent 
être absentes ou différentes des voies correspondantes chez les mammifères. En particulier, les 
médicaments ciblant l'invasion et la sortie des cellules hôtes, ou qui interfèrent avec le processus de 
différenciation du parasite apparaissent comme prometteurs (81). 

 

2.2.2.2.1 La voie de synthèse des folates et inhibiteurs de la chaine de transport d’électrons 
Les voies affectées par les médicaments actuellement utilisés (voie des folates et voie de transport des 
électrons) sont toujours considérées comme des cibles d’intérêt afin de trouver des médicaments plus 
efficaces et plus sûrs. Des analogues de pyriméthamine qui cibleraient spécifiquement le gène DHFR du 
parasite éviteraient les effets indésirables sur la voie de synthèse des folates de l'hôte. La dihydrotriazine 
JPC-2067-B est un composé antipaludéen testé sur T. gondii, efficace in vitro (EC50 = 20 nM) bien que 
peu sélective et présentée comme efficace contre T. gondii in vivo (82). Le composé a également 
démontré une grande efficacité contre diverses souches atypiques virulentes in vitro. 

Le complexe cytochrome bc 1 est également une cible médicamenteuse étudiée contre les parasites 
Apicomplexes, et notamment T. gondii (81). Les inhibiteurs du complexe cytochrome bc1 perturbent la 
respiration cellulaire en agissant sur la voie de transport des électrons par liaison au site Qo ou Qi du 
complexe. Le seul inhibiteur du cytochrome bc 1 utilisé en clinique est l'atovaquone, qui, comme les 
autres naphtoquinones, se lie au site Qo. Son activité sur la charge tissulaire des kystes a été démontrée 
à la fois lorsqu'elle est utilisée seule (83) ou associée à la clindamycine (84). Les investigations plus 
poussées (85–87) ont démontrées une efficacité de nouveaux composés naphtoquinones contre le 
parasite. Ces composés présentent des IC50 in vitro très faibles, de l’ordre du nanomolaire ou inférieur. 
Cependant, des mutations du site de liaison de ce composé sur le cytochrome bc1 peuvent apparaitre, 
conduire au développement d'une résistance et limiter son utilisation (88). Une autre classe de 
composés est un groupe de dérivés 4-(1H)-quinolones avec des quinolones de type endochine (ELQ) qui 
est supposée se lier à l'autre site du cytochrome bc1, le site Qi. Étant donné que l'atovaquone et les ELQ 
agissent sur des sites différents (Qo et Qi) d'un même complexe, il a été suggéré une combinaison de 
ces deux composés afin de créer une action synergique sur le complexe bc1 du parasite et de limiter le 
développement de résistances (89,90). Une série de 4-(1H)-quinolones contre des souches de type 
sauvage et résistantes à l’atovaquone a été testée dans un modèle murin. Ces expériences ont identifié 
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des composés très puissants qui inhibent la prolifération de T. gondii à des concentrations picomolaires 
in vitro. In vivo, dans un modèle murin, ces composés ont démontré des efficacités différentes entre 
eux : ELQ-316 est efficace contre la forme proliférative du parasite, mais n’a pas pu empêcher 
l’apparition de l’infection cérébrale et la mort des souris. A l’inverse d’un autre composé, ELQ-400, ayant 
permis la disparition de tout symptôme et de toute trace du parasite (91). 

 

2.2.2.2.2 La perturbation de l’apicoplaste 
L’apicoplaste est le siège de voies métaboliques essentielles à la survie du parasite et constitue donc 
une cible potentielle de médicament (92). Malgré la capacité de T. gondii à détourner certains acides 
gras de la cellule hôte à son profit, ceux produits dans l'apicoplaste sont nécessaires à la biogenèse des 
organites (93). La protéine réductase énoyl-acétyle (ENR) est impliquée dans la voie de synthèse des 
acides gras de type II (FAS II) (94). Le triclosan (5-chloro-2-[2,4-dichlorophénoxy] phénol) est un 
médicament antibactérien qui inhibe l'ENR et a été étudié dans des modèles murins de toxoplasmose 
aiguë et chronique (95,96). Son action a montré une réduction de la charge et de la viabilité des 
tachyzoïtes et des kystes in vivo chez la souris. 

La voie des isoprénoïdes dans l’apicoplaste est également importante pour la survie du parasite, 
l'enzyme farnésyl-diphosphate/géranylgéranyl-diphosphate synthase étant essentielle pour la synthèse 
des stérols et des composés poly-isoprénoïdes. Une série de bisphosphonates nouvellement 
synthétisés, qui interfèrent avec la voie des isoprénoïdes par inhibition de cette enzyme, a montré une 
faible toxicité et une excellente activité contre T. gondii in vitro (IC50 de 0,49 µM contre T. gondii pour 
un des composé testé) et in vivo (97). 

 

2.2.2.2.3 Perturbation de la motilité du parasite 
La voie dépendante du calcium, régulée par la protéine kinase 1 dépendante du calcium (TgCDPK1) 
contrôle les processus essentiels à la motilité de T. gondii, à l'invasion et à la sortie de la cellule hôte 
et diffère des kinases humaines (98). L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de TgCDPK1 ont permis de 
réduire la charge parasitaire dans un modèle murin de T. gondii lors de l’infection aiguë mais a 
également considérablement réduit la charge de kystes cérébraux (de 88,7 %) lorsqu'ils étaient 
administrés cinq semaines après l'infection (99). 

 

2.2.2.2.4 Perturbation de l’interconversion tachyzoïte-bradyzoïte 
Les mécanismes régulant les différenciations tachyzoïte-bradyzoïte-tachyzoïte sont essentiels dans la 
pathogénèse du parasite et sa survie. Le blocage de la conversion vers une forme enkystée représente 
la possibilité de traiter la forme aiguë de la maladie sans développer de forme chronique, alors que le 
blocage de la conversion bradyzoïte vers tachyzoïte serait d'une grande importance pour les patients 
immunodéprimés chroniquement infectés, qui sont à risque de réactivation. Dans cette stratégie, 
plusieurs voies de recherche sont explorées : 

Les nucléotides phosphodiestérases cycliques (PDE) sont des modulateurs critiques des niveaux 
cellulaires d'AMPc catalysant l'hydrolyse des nucléotides cycliques (100). Les agents provoquant des 
niveaux élevés d'AMPc inhibent la conversion de Toxoplasma au stade bradyzoïte (101). Les inhibiteurs 
de la phosphodiesterase-4 (PDE4) interfèrent avec l'interconversion tachyzoïte en bradyzoïte en 
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affectant les voies de signalisation de l'AMPc. Un inhibiteur de PDE4, le rolipram, permet une réduction 
de 74 % de la charge de kystes cérébraux chez les souris infectées de façon chronique (102). 

Le contrôle de la traduction via la phosphorylation du facteur d'initiation eucaryote 2 de T. gondii 
(TgeIF2) est un interrupteur clé associé à la conversion de stade. Le guanabenz, un médicament 
antihypertenseur approuvé par la FDA, interfère avec le contrôle de la traduction en inhibant la 
déphosphorylation de la sous-unité α du facteur d'initiation de la traduction du facteur d'initiation 
eucaryote 2 chez Toxoplasma (103), sans impliquer l'eIF2 de l'hôte (104). Le Guanabenz a montré une 
activité sur les deux stades du parasite, c'est-à-dire qu'il était capable de protéger les souris contre la 
toxoplasmose aiguë, mais aussi de traverser la barrière hémato-encéphalique et de réduire le nombre 
de kystes cérébraux (jusqu'à 69 %) chez les souris chroniquement infectées (105). La concentration 
efficace à 50 % (CE 50) a été établie à 6 μM pour le guanabenz. Le guanabenz permet également de 
réduire le niveau de neuro-inflammation au sein du cerveau de souris infectées, permettant ainsi une 
atténuation du comportement provoqué par la présence des kystes cérébraux notamment une 
réduction de l’hyperactivité (106). 

Le guanabenz est métabolisé par le foie et doit être utilisé avec prudence chez les patients présentant 
une insuffisance hépatique. De plus, la sécurité n'a pas été établie chez les patients de moins de 18 ans. 
Un nouveau dérivé du guanabenz, la sephine 1, a été décrite comme étant un puissant inhibiteur de la 
déphosphorylation de eIF2α (107). La sephin 1 manquait d'activité agoniste α2-adrénergique mesurable 
dans un test cellulaire, ce qui peut s'avérer avantageux lors d'un traitement prolongé d'une infection 
parasitaire. Cependant, des limites à l’efficacité de ce médicament ont été démontrées. Actuellement 
les inhibiteurs de la déphosphorylation de Tg-eIF2 ne permettent pas d’éliminer la totalité des kystes 
cérébraux et les résultats sont très variables entre les différentes espèces de souris testées (108). De 
plus, l’efficacité du guanabenz a été étudiée en bithérapie avec la pyriméthamine. L’action du guanabenz 
favorisant le passage vers la forme proliférative des bradyzoïtes, la pyriméthamine qui est efficace 
contre le tachyzoïte est utilisée ici pour éliminer les parasites devenus prolifératifs. Cependant, après un 
traitement allant de 1 à 3 semaines, l’arrêt du guanabenz aboutit au retour du nombre de kystes à son 
niveau initial (109). 

 

2.2.2.2.5 La perturbation de l’acétylation d’histones 

Le niveau d’acétylation des histones constitue par son action de compaction/décompaction de la 
chromatine un mécanisme de régulation épigénétique majeur de la différenciation du parasite (110). 
Les histones acétyltransférases (HAT) responsables de l’acétylation des histones et les histones 
déacétylases (HDAC) qui inversement suppriment cette modification sont considérées comme des cibles 
thérapeutiques. En effet, l’acétylation des histones est fortement impliquée dans la régulation de 
l’interconversion entre forme proliférative et forme quiescente du parasite. Les HDAC ont été étudiées 
comme cibles pour le traitement de plusieurs maladies telles que le cancer et les maladies dégénératives 
(maladie d'Alzheimer). De nombreux inhibiteurs d'HDAC ont été approuvés par la Food and Drug 
Administration des États-Unis (111) contre certains cancers, en traitement des troubles cardiaques, des 
troubles neuro-dégénératifs, de l’inflammation et des troubles immunitaires, et de syndromes 
métaboliques. 

Le passage dynamique entre diverses formes parasitaires étant essentiel à la pathogénicité, les enzymes 
responsables du niveau d’acétylation des histones apparaissent comme des cibles thérapeutiques de 
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choix (112). Divers composés ont été identifiés comme impliqués dans ces changements du niveau 
d’acétylation et présentent une efficacité contre T. gondii (Tableau 3). 

 

2.2.2.2.5.1 Les inhibiteurs d’histones déacétylases (iHDAC) : 

Les inhibiteurs d'histones désacétylases sont une nouvelle classe prometteuse d'agents antiparasitaires 
potentiels, plusieurs d'entre eux présentant une activité significative in vitro, ex vivo et, dans quelques 
cas, in vivo contre le parasite (Tableau 3). Malgré l'intérêt croissant pour leurs effets antiparasitaires, de 
nombreux points critiques doivent encore être abordés avant de faire évoluer les iHDAC vers des essais 
cliniques en tant que composés antiparasitaires. Les caractéristiques principalement recherchées dans 
l’élaboration d’inhibiteurs d’HDAC sont une forte efficacité d’inhibition et une sélectivité élevée in vivo 
pour le parasite par rapport aux cellules hôtes. Les résidus liés au zinc dans les HDAC et la cavité tubulaire 
entre le zinc et la surface des enzymes HDAC sont relativement bien conservés entre les enzymes 
humaines et parasitaires (113,114). La conservation des HDAC entre l’homme et le parasite pose ainsi 
des problèmes de sélectivité accrus.  

En utilisant une stratégie de « réorientation des médicaments », les inhibiteurs d'histones désacétylases 
(iHDAC), qui sont actuellement cliniquement approuvés pour une utilisation contre le cancer, pourrait 
être utilisés pour le traitement de diverses infections parasitaires. 

L'utilité des iHDAC en tant qu'agents antiparasitaires a été signalée pour la première fois il y a deux 
décennies, en 1996, Darkin-Ratray et al. ont révélé que le tétrapeptide cyclique naturel apicidine est 
doté d'une activité in vitro contre P. falciparum (IC50 = 200 nM) et un panel de parasites apicomplexes 
(Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum, Neospora caninum, Besnoitia jellisoni, Eimeria tenella, 
etc.) (115). Depuis lors, un nombre croissant de iHDAC appartenant à diverses classes structurelles ont 
été étudiés et leur activité contre T. gondii est présentée dans le Tableau 3. 

Inhibiteurs d’HDAC tétrapeptidiques cycliques : 

Plusieurs iHDAC de type tétrapeptide cyclique ont montré la capacité d'inhiber la croissance de 
Toxoplasma gondii. Ils s'avèrent être les plus actifs in vitro à ce jour mais non sélectifs sur les cellules de 
mammifères (115).En plus de l’apicidine (IC50= 13–15 nM), le tétrapeptide cyclique FR235222, isolé du 
bouillon de fermentation de l'espèce Acremonium, est doté d'une puissante activité contre les 
tachyzoïtes de T. gondii (IC50 ; 10 nM) et d'un index de sélectivité de 13 fois par rapport aux fibroblastes 
humains (HFF) (116). FR235222 est un inhibiteur spécifique de TgHDAC3. Les parasites traités par ce 
composé présentent une hyper-acétylation de l’histone H4 inhibant la croissance parasitaire avec une 
CE50 de 7,6 nM. Ce traitement a démontré un impact important dans la conversion de stade tachyzoïte-
bradyzoïte avec une expression induite de protéines spécifiques de la forme bradyzoïtes, une 
morphologie altérée de ces pseudo-bradyzoïtes et des noyaux multiples. Des lignées parasitaires 
présentant une sensibilité diminuée à l’apicidine et au FR235222 et présentant des mutations 
ponctuelles au sein de TgHDAC3 (T99A et T99I) ont été isolées, apportant ainsi la preuve génétique que 
TgHDAC3 est la cible de ces composés. Fait intéressant, l'activité inhibitrice de FR235222 semble 
dépendre d'une insertion à deux résidus (T99 et A98) dans le site catalytique de TgHDAC3, exclusivement 
conservée dans la famille Apicomplexa et absente de toutes les autres HDAC eucaryotes caractérisées à 
ce jour (116). FR235222 est capable d'affecter également les kystes et les bradyzoïtes convertis in vitro 
et est actif sur les kystes ex vivo. En particulier, le traitement par FR235222 altère la capacité des 
bradyzoïtes à se convertir en tachyzoïtes sans endommager la paroi du kyste, de sorte que les 
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bradyzoïtes libres isolés après la lyse de la paroi cellulaire n'ont pas pu proliférer in vitro. Enfin, 
l'inoculation in vivo de kystes préalablement traités avec FR235222 n'a pas conduit à l’infection des 
souris gavées avec ceux-ci. Dans la même étude ont été rapportés deux analogues (W363 et W399) de 
FR235222 qui se sont avérés très actifs contre les tachyzoïtes et dotés d'une meilleure sélectivité (SI = 
48–62) par rapport aux cellules HFF et pour cette raison plus adaptés aux futures études in vivo qui 
manquent encore pour le moment (117).  

 

Inhibiteurs d'HDAC de type acide gras à chaîne courte : 

Les iHDAC de type acide gras à chaîne courte, tels que l’acide valproic (tableau 3), le butyrate de sodium, 
le 4-phénylbutyrate et les dérivés apparentés, sont des inhibiteurs d’HDAC de mammifères et 
présentent une faible toxicité. L’acide valproic est déjà approuvé pour certaines indications 
thérapeutiques (épilepsie et troubles de l'humeur), et pourrait être intéressant pour une réutilisation 
dans les maladies parasitaires (118). Ces composés sont actifs in vitro dans la gamme micromolaire 
contre T. gondii mais souffrent d'une faible sélectivité par rapport aux cellules de mammifère (119,120). 

 

Inhibiteurs d'HDAC de type hydroxamate : 

Comme dans d'autres maladies humaines telles que le cancer, les iHDAC portant un radical hydroxamate 
(Figure 7) en tant que groupe de liaison au zinc (ZBG) représentent les iHDAC antiparasitaires les mieux 
étudiés (120,121). Ils ont montré des profils d'activité in vitro prometteurs contre les apicomplexes 
(120). De nombreux inhibiteurs des HDAC de classe I/II naturels ou synthétiques tels que la trichostatine 
A(120), l’acide subéroylanilidehydroxamique ou SAHA (121), ou le SBHA (120)ont montré une activité 
contre les tachyzoïtes in vitro avec des valeurs d’IC50 de l’ordre du nanomolaire. Plus récemment, de 
nouveaux composés ont été testés pour leur activité anti-parasitaire tel que des dérivés d'aminophényl-
hydroxamate et d'aminobenzyl-hydroxamate (122,123), le nullsript (124) et le panobinostat. Ce dernier 
est un acide hydroxamique cinnamique qui a démontré une activité d’inhibition de la croissance des 
tachyzoïtes dans les cellules de l'épithélium pigmentaire rétinien des souris (125). Le SAHA et le 
Scriptaid ont montré une meilleure sélectivité vis-à-vis des parasites que la trichostatin A (120). De 
faibles concentrations de la trichostatine A, le SAHA et le Scriptaid (1 à 50 nM) ont eu un effet 
suppresseur sur l'infectivité des tachyzoïtes de T. gondii. (Tableau 3) 

 

Figure 7. Radical hydroxamate 
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Le radical hydroxamate est un site d'instabilité métabolique potentielle (126,127), et elle est susceptible 
de chélater d'autres protéines contenant du zinc ou d'autres ions métalliques in vivo, entraînant un 
risque de toxicité tels que ceux observés pour les inhibiteurs de métallo-protéases matricielles 
contenant de l'hydroxamate. 

2.2.2.2.5.2 Inhibiteurs  des histones acétyl-transférase (HATs) : 

Actuellement, une seule molécule inhibitrice d’histone acétyl-transférase a démontré un effet 
significatif sur T. gondii. 

Le fruit de kokum (Garcinia indica) est originaire d’inde et est largement utilisé à des fins 
pharmaceutiques et industrielles. Un dérivé de benzophénone-poly-isoprénylé extrait de ce fruit (le 
garcinol) est un inhibiteur de HAT (Histone Acétyl Transférase) dirigé contre TgGCN5b (128). L’exposition 
au Garcinol induit une diminution de la transcription des gènes régulés par TgGCN5b avec une CE50 in 
vitro de 1,8µM. 

Un autre composé considéré au départ comme un inhibiteur de l'histone acétyl-transférase GCN5, le 
MC1626, dérivé de quinoléine, a été testé sur T. gondii et s’est révélé actif contre le parasite in vitro. 
Cependant, les auteurs ont démontré que le composé était incapable d’inhiber le HAT du parasite et 
n’avait aucun impact sur cette activité. Les expériences ont montré que cette quinoléine cible 
l’apicoplaste du parasite malgré sa structure chimique proche des iHAT (129).(130) 
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IC50 (nM) Index de sélectivité Classe d'HDAC
Cellules infectées In 

Vitro
Effets notables sur T.gondii

Panobinostat 
(LBH589)

424,41 ± 48,7 
(RH)

19,62 I/II/IV
cellules de 

l'épithélium 
pigmentaire rétinien

inhibition de la prolifération 
des tachyzoïtes T. gondii

(Zhang et 
al., 2022)

(125)

ST3              
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

>>50000 >400 I/II HFF
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes 
T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

345             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

5000 ± 1000 58,3 ± 1,2 HFF
inhibition de la prolifération 

des tachyzoïtes T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

349             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

>>50000 >400 HFF
inhibition faible de la 

prolifération et de l'activité 
des tachyzoïtes T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

350             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

4000 ± 1000 300,0 ± 50,0 HFF
inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

351             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

>>50000 116,5 ± 3 HFF
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes 
T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

360             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

4900 ± 150 22,6 ± 9,5 HFF
inhibition de la prolifération 

des tachyzoïtes T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

361             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

>>50000 25,0 ± 4,0 HFF
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes 
T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

362             
(dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)

52500 ± 
10400

>400 HFF
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes 
T. gondii

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

560 ± 50 (RH) 105 ± 10,5 HFF

inhibition de la prolifération des 
tachyzoïtes T. gondii.                                                                                                                                                                                    

Diminue le nombre de kystes in 
vivo (dose 40 et 160 mg/kg).

(Loeuillet 
et al., 
2018)             

(Jublot et 
al., 2022)

(130, 122, 
123)

270 ± 20 
(prugniaud)

218 ± 21,8 HFF
décallage dans la mortalité 
après injection d'une dose 

létale de parasites

(Loeuillet 
et al., 
2018)

(123)

Tubastatine A 
(TST)

19 ± 1    (24H)        
520 ± 386 
(48H)   Sur 

RH

39 ± 11 I/II
Cellules épithéliales   

LLC-MK2

inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii, altération du 
bourgeonnement des cellules 

filles, hyperacétylation H4, 
ipoacétylation H3

(Araujo-
Silva et al., 

2021)
(121)

41 ± 3    (24H)          
67 ± 36   
(48H)          

Sur RH

30 ± 4 I/II
Cellules épithéliales   

LLC-MK3

inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii

(Araujo-
Silva et al., 

2021)
(121)

83 ± 4       
(RH) 

4,8 Fibroblastes Hs68
inhibition de la prolifération 

des tachyzoïtes T. gondii
(Strobl et 
al., 2007)

(120)

bishydroxamiqu
e suberique acid        

(SBHA)

213 ± 110        
(RH) 

5,7 I/II Fibroblastes Hs68
inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii

(Strobl et 
al., 2007)

(120)

PublicationComposés de base Hydroxamate :

Suberoylanilide 
Hydroxamic Acid          

(SAHA ou 
Vorinostat)

363               
(JF363; dérivés 

d'aminophénylh
ydroxamate et 

d'aminobenzylhy
droxamate)
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Scriptaid
39 ± 11       

(RH) 
4,3 I/II Fibroblastes Hs68

inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii

(Strobl et 
al., 2007)

(120)

Trichostatine 
(TSA)

41 ± 1       
(RH) 

5,8 I/II Fibroblastes Hs68
inhibition de la prolifération et 
de l'activité des tachyzoïtes T. 

gondii

(Strobl et 
al., 2007)

(120)

Nullscript 50900 ± 4300 ND I/II HFF
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes T. 
gondii

(Murakosh
i et al., 
2020)

(124)

MS-275 ND ND I/II macrophages

L'inhibition de l'HDAC à l'aide de 
l'inhibiteur MS-275 abolit le 

complexe d'histocompatibilité 
majeur de classe II régulé par 

l'IFN-γ défectueux dans les 
macrophages infectés par T. 

gondii . Ne permet pas de curer 

(Sumpf et 
al., 2017)

(130)

7,6 ± 0,6 (RH)             13,2
I                

(TgHDAC3)
HFF

induit la différenciation du stade 
tachyzoïte en stade bradyzoïte,      
influence l'expression d'environ 
370 gènes, dont un tiers sont 
exprimés de manière spécifique 
au stade

(Bougdour 
et al., 
2009)

(116)

10 ± 1 
(Prugniaud)

12,79
I                

(TgHDAC3)
HFF

FR235222 est capable de 
traverser la paroi kystique 

pour perturber l'activité des 
bradyzoïtes In Vivo  et In Vitro                  

(Maubon 
et al., 
2010)

(117)

W363 
(tétrapeptide 

cyclique dérivé 
de FR235222)

10,2         (RH) 63,21 I/II HFF

inhibition de la prolifération 
des tachyzoïtes T. gondii,                                 

Meilleur Index de sélectivité 
que FR235222 

(Maubon 
et al., 
2010)

(117)

W371 
(tétrapeptide 

cyclique dérivé 
de FR235222)

19,37        
(RH)

19,9 I/II HFF
inhibition de la prolifération des 

tachyzoïtes T. gondii

(Maubon 
et al., 
2010)

(117)

W399 
(tétrapeptide 

cyclique dérivé 
de FR235222)

11,3         (RH) 47,7 I/II HFF

inhibition de la prolifération 
des tachyzoïtes T. gondii,                                 

Meilleur Index de sélectivité 
que FR235222 

(Maubon 
et al., 
2010)

(117)

W406 
(tétrapeptide 

cyclique dérivé 
de FR235222)

95,3         (RH)
NC             

(IC50>2000 sur 
HFF)

I/II HFF
inhibition de la prolifération des 

tachyzoïtes T. gondii

(Maubon 
et al., 
2010)

(117)

W425 
(tétrapeptide 

cyclique dérivé 
de FR235222)

ND ND I/II HFF
(Maubon et 

al., 2010)
(117)

Apicidine 15 ± 2 11 I/II HFF
inhibition de la prolifération des 

tachyzoïtes T. gondii

(Bougdour 
et al., 
2009)

(116)

Nicotinamide
>50000       

(RH) 
ND III Fibroblastes Hs68

inhibition faible de la 
prolifération des tachyzoïtes T. 

gondii

(Strobl et 
al., 2007)

(120)

FR235222 
(tétrapeptide 

cyclique )

Composés de base tétrapeptide cyclique :



 

36 

 

Sodium butyrate
1000 ± 455       

(RH) 
4,2 III Fibroblastes Hs68

inhibition faible de la 
prolifération des tachyzoïtes T. 

gondii

(Strobl et 
al., 2007) (120)

450 ND I/II HFF
inhibition de la prolifération des 

tachyzoïtes T. gondii

(Jones-
Brando et 
al., 2003)

(119)

1600 ± 1116       
(RH) 

5,2 Fibroblastes Hs68
(Strobl et 
al., 2007) (120)

4-
phenylbutyrate

5350 ± 2750       
(RH) 

3,1 III Fibroblastes Hs68
inhibition faible de la 

prolifération des tachyzoïtes T. 
gondii

(Strobl et 
al., 2007) (120)

inhibiteur de base acide gras à chaîne courte 
:

inhibiteur de base acide gras aromatique à 
chaîne courte :

Valproïque acid

Tableau 3. Liste récapitulative des inhibiteurs d’HDAC testés sur T. gondii 

 

2.2.2.2.5.3 Inhibiteurs  des bromodomaines : 

Le bromodomaine est un module "lecteur" des lysines acétylées, liant la lysine acétylée et initiant la 
signalisation en aval par le recrutement d'autres protéines (131). Diverses protéines parasitaires 
présentant un bromodomaine ont été identifiées chez T. gondii (132–134). 

Deux inhibiteurs (I-BET151 et F3215-0002) des bromodomaines ont été testés sur T. gondii. Ces 
composés ont permis d’identifier une protéine parasitaire impliquée dans la résistance aux inhibiteurs 
de bromodomaine : TgPRELID (132). Les protéines contenant le domaine PRELI chez l'Homme et la 
levure sont impliquées dans le transfert de phospholipides à travers les membranes mitochondriales 
pour maintenir la composition lipidique appropriée de la membrane mitochondriale. Les auteurs ont 
montré que TgPRELID présente une localisation mitochondriale et établi l’hypothèse que TgPRELID soit 
impliqué dans le processus de résistance multi-drogues. La résistance de T. gondii vis-à-vis des 
inhibiteurs de bromodomaines se trouve fortement diminuée en l’absence de TgPRELID. TgPRELID 
semble se lier avec divers composés inhibiteurs de bromodomaines bien que présentant des structures 
chimiques très différentes. 

GCN5b présente également un bromodomaine et est essentielle au parasite en phase proliférative. 
L’inhibiteur de bromodomaine L-Moses se lie au bromodomaine de GCN5b et induit une inhibition de la 
prolifération du tachyzoïte (133). 

Actuellement, et malgré de nombreuses recherches et la découverte de nouvelles molécules et cibles 
thérapeutiques, aucune molécule ne présente un gain assez important pour pouvoir remplacer le 
traitement historique en dépit de ses effets secondaires. De nouveaux composés efficaces contre les 
kystes sont pourtant nécessaires afin de pouvoir maitriser les conséquences de la toxoplasmose chez 
l’Homme. Afin de pouvoir mener ces recherches, le développement de nouveaux outils techniques 
permettant l’étude des kystes quiescents apparait comme une nécessité. Ces protocoles devront 
permettre de caractériser les voies métaboliques spécifiques de chaque stade, au fur et à mesure de 
chaque étape de la différenciation du tachyzoïte au bradyzoïte et du bradyzoïte au tachyzoïte, et d’axer 
la recherche de nouveaux composés inhibiteurs sur ces voies.  
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3 Ultrastructure,  cycle cellulaire et régulation des 
gènes chez T. gondii 

 

 

 

3.1 Ultrastructure et organelles 
 

3.1.1 Ultrastructure du tachyzoïte 
Le tachyzoïte se présente sous une forme arquée, de 7µm de long sur 2µm de large environ. Il possède 
un génome haploïde de 63 Mb sur 13 chromosomes. Le génome de T. gondii a longtemps été décrit 
réparti sur 14 chromosomes (135,136). Cependant, des travaux récents ont démontré une fusion entre 
les chromosomes nommés à l'origine VIIb et VIII, réduisant le caryotype de N. caninum et de T. gondii à 
13 chromosomes (137). T. gondii est constitué d’organites communs à toute cellule eucaryote tels qu’un 
réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi, une mitochondrie, des ribosomes et une membrane 
plasmique. Mais il présente également des organites sécrétoires spécifiques de son phylum nommés 
rhoptries, micronèmes et granules denses ainsi qu’un apicoplaste (hérité de l’internalisation d’un plaste 
chlorophyllien dans son évolution).  Ces organites font de T. gondii une cellule eucaryote hautement 
différenciée avec une structure orientée très organisée (Figure 8). Enfin, un cytosquelette cortical 
constitué d’un réseau de microtubules entouré d’un complexe membranaire appelé pellicule permet de 
structurer cet ensemble (figure 9). 

 

3.1.1.1 Le cytosquelette cortical 

3.1.1.1.1 La pellicule 
La structure délimitant le parasite est appelée pellicule, elle mesure 60 nm d’épaisseur et est constituée 
d’une membrane plasmique externe (plasmalemme) et de deux membranes internes formant un 
complexe membranaire interne appelé IMC (Inner Membrane Complex) entourant le parasite (138). Ce 
complexe membranaire joue un rôle d’échange essentiel au cycle parasitaire durant les étapes 
d’attachement, d’invasion, et de prolifération (139). 

La membrane plasmique du parasite correspond à la membrane externe. Elle est constituée d’une 
bicouche de phospholipides recouverte de groupements glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI) dans 
lesquels sont ancrées des glycoprotéines de surface SAG (antigène de surface) (140,141). Ces protéines 
sont essentielles dans la reconnaissance de la cellule hôte, l’adhésion, ainsi que la modulation de la 
virulence et la réponse immunitaire (142,143)(144,145). 
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Figure 8. Schéma représentatif de l’ultrastructure du tachyzoïte illustré par des images de 
microscopie à fluorescence des divers organites constitutifs marqués par une étiquette GFP ou 
YFP. Adapté de (146). Les protéines étiquetées sont la YFP–Tubuline α pour le conoïde et les 
microtubules, MIC3-GFP pour les micronèmes, MIC3 (68-137) -GFP pour le Golgi, HSP60-GFP 
pour la mitochondrie, P30-GFP-GPI marque la membrane plasmique, ROP1-GFP les rhoptries, 
P30-GFP les granules denses, le noyau est marqué grâce à PCNA-GFP, le réticulum 
endoplasmique avec P30-GFP-HDEL et le complexe interne membranaire avec IMC1-YFP. 
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Figure 9. Image annotée de microscopie électronique d’une vacuole parasitophore 

Vacuole intracellulaire contenant deux parasites de T. gondii dans une cellule humaine. Issue de 
(146). 
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Le complexe membranaire interne (IMC) est commun à tous les organismes du groupe Alveolata. D’une 
épaisseur de 15nm, il est constitué des 2 membranes internes et entoure le corps du parasite sur la 
quasi-totalité à l’exception des pôles cortical et basal et du micropore. Le micropore est une invagination 
de la membrane, recouvert de clathrine et situé à mi-hauteur du corps du parasite et correspond à un 
site potentiel d’endocytose (147). L'IMC se compose de citernes membranaires soutenues par un 
cytosquelette sous-membranaire. L'IMC confère la structure au parasite, et la partie apicale contribue 
directement aux fonctions sécrétrices du complexe apical (figure 10). 

 

Figure 10. Structure et organisation du complexe apical : Les 3 composants structuraux et 
fonctionnels du complexe apical (A) sont le cytosquelette composé de microtubules, d'un réseau 
d'alvéolines et du complexe de membrane interne (IMC), le conoïde (C) et les organites 
sécrétoires (D). L'IMC (B) est constitué de plusieurs groupes de plaques, la calotte ou coiffe 
apicale la plus proche de l’apex (en bleu), les anneaux apicaux (en vert) se trouvent au niveau de 
la suture de la coiffe apicale et des plaques centrales et basales (en noir). Issu de (148). 

 

 

3.1.1.1.2 Le conoïde et le réseau microtubulaire 
 

Le conoïde est constitué de 10 à 14 filaments de tubulines polymérisées en forme de cylindre (149,150) 
lui conférant la capacité de s’étendre et se rétracter au niveau du complexe apical. Deux anneaux pré-
conoïdaux (au-dessus du conoïde) et un anneau polaire apical (sous le conoïde) enserrent deux 
microtubules intra-conoïdaux de 400nm en leur centre. Étroitement liés aux organites sécrétoires 
spécifiques (figure 11), ces microtubules intra-conoïdaux semblent être un support permettant la 
décharge des protéines de rhoptries et de micronèmes durant l’invasion (148,151). 
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Figure 11. Le complexe apical est composé de trois structures principales à base de tubuline : deux 
microtubules intra-conoïdaux, les microtubules du conoïde et les microtubules sous-pelliculaires. 
Les deux microtubules intra-conoïdaux et les microtubules sous-pelliculaires sont constitués de 13 
protofilaments, comme on en trouve chez d'autres organismes, tandis que les fibres de tubuline 
du conoïde sont constituées de seulement neuf protofilaments dans une forme de section 
transversale en « virgule » distinctive. Sur ce schéma sont représentés les états saillants (B) du 
conoïde lors de l’invasion et la sortie de la cellule hôte ou rétracté du conoïde (A). Issu de (148). 

 

3.1.2 Les organites spéciϔiques 

3.1.2.1 L’apicoplaste 
L’apicoplaste est un organite possédant son propre ADN extranucléaire (comme la mitochondrie) de 
35kb codant pour environ 60 gènes. Il est commun à de nombreux apicomplexes tel que Toxoplasma 
gondii et Plasmodium mais absent chez d’autres comme Cryptosporidium. L'apicoplaste est délimité par 
quatre membranes. En effet, il résulte de l’internalisation secondaire d’une cyanobactérie par une algue 
rouge, puis de l’algue rouge par un ancêtre des apicomplexes. La majorité des protéines le constituant 
est codée par l’ADN nucléaire puis exportée post-traduction. Bien qu’ayant perdu son activité 
photosynthétique, l’apicoplaste reste le siège de nombreuses voies de biosynthèses essentielles au 
parasite telles que la synthèse des acides gras par le système FASII (Fatty Acid Synthesis type II), la 
synthèse de l’hème et des isoprénoïdes. L’apicoplaste constitue une des cibles thérapeutiques majeures 
dans le développement de nouveaux composés antiparasitaires de par l’existence des voies 
précédemment citées de biosynthèses essentielles à la survie du parasite et distinctes de leurs 
homologues eucaryotes (152). 

A B 
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3.1.2.2 Les organites sécrétoires : 
Les organelles sécrétoires apicales sont essentielles pour l’invasion et la sortie des zoïtes apicomplexes 
envahissants tel que T. gondii : 

Les micronèmes sécrètent les adhésines nécessaires au glissement (la motilité du parasite) et 
l'invasion, ainsi que les perforines et les protéases nécessaires à la sortie des parasites des cellules hôtes 
infectées (148). Elles sont situées au-dessous du conoïde et traversent ce dernier lors de l’exocytose 
(153). Les micronèmes se présentent sous la forme de bâtonnets de 200 x 50nm. Leur nombre est 
variable en fonction de la souche parasitaire ou du stade observé (154). Chez le tachyzoïte, on en trouve 
une centaine. L’invasion de la cellule hôte est réalisée grâce à une sécrétion successive de protéines 
issues des micronèmes dont les protéines MIC font partie (151). Les protéines MIC sont impliquées dans 
plusieurs mécanismes essentiels à l’infection par le parasite comme l’attachement, la formation de la 
jonction mobile, l’invasion(155–158) et le phénomène de motilité par glissement (le «gliding ») (159). 

Les rhoptries sont de gros organites sécrétoires situés à l’apex du parasite. Le tachyzoïte possède entre 
6 et 12 rhoptries qui présentent une base en forme de bulbe et d’un cou effilé vers l’apex (2-3µm x 0,2 
µm). Les protéines de rhoptries jouent un rôle dans l’établissement de la vacuole parasitophore et sont 
impliquées dans le détournement et le contrôle de certaines fonctions biologiques de l’hôte. Elles sont 
aussi impliquées durant le processus d’invasion. Les rhoptries du col (rhoptry neck proteins ou RON) 
forment un complexe impliqué dans la formation de la jonction mobile au point de contact des 
membranes plasmiques du parasite et de la cellule hôte au travers de laquelle le parasite pénètre dans 
la cellule (160). 

Les granules denses se présentent sous forme d’organites sphériques de 200nm de diamètre dense 
aux électrons en microscopie électronique. On dénombre environ 15 granules denses réparties dans 
l’ensemble du cytoplasme du parasite. Actuellement, 60 protéines GRA ont été identifiées (protéines de 
granules denses) (161). Elles sont secrétées dans la vacuole parasitophore et au-delà (151). Les protéines 
de granules denses sont impliquées dans la maturation de la vacuole parasitophore, dans le recrutement 
de ressources au sein de la cellule hôte ou dans la modulation de la réponse immune de l’hôte. 

 
 

3.1.3 Le cycle lytique 
 

Le cycle lytique (Figure 12) peut-être divisé en 4 étapes successives :  

- L’invasion de la cellule hôte permise par la motilité du parasite par glissement ou « gliding » qui 
est également essentielle à la dissémination du parasite. Le "gliding" est très conservé chez les 
Apicomplexes et se caractérise par trois formes de déplacements: circulaire (circular gliding), 
hélicoïdale (helical glinding) et en spiral (twirling) (162). Les protéines des micronèmes jouent 
un rôle essentiel dans ce processus (163). 

- la formation de la vacuole parasitophore résulte de l’invagination de la membrane de la cellule 
hôte (164) qui sera modifiée par le parasite par inclusion des protéines transmembranaires et 
des protéines associées aux lipides Raft à l’exception des protéines à ancre GPI (162,165). Toutes 
ces modifications permettent d’échapper à la voie endosomale et donc de protéger la vacuole 
de la dégradation par les lysosomes. 

- La réplication au sein de cette vacuole 
- La sortie active des parasites provoquant la lyse de la cellule infectée. 
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Cycle lytique de T. gondii adapté de (166) 

Figure 12. Le parasite extracellulaire très mobile s’attache à la membrane de la 
cellule. La décharge du contenu de ces rhoptries, micronèmes et granules denses va 
permettre la constitution de la jonction mobile (anneau rouge) par laquelle le parasite 
va envahir la cellule hôte. Lors de celle-ci, se forme la vacuole parasitophore dans 
laquelle le parasite va se répliquer. Au terme de plusieurs divisions, la sortie des 
parasites est déclenchée afin de permettre une dissémination et l’invasion d’autres 
cellules. L’infection de cellules au sein d’environnements immunitairement privilégiés 
tel le cerveau ou les muscles aboutit à une conversion spontanée du parasite vers la 
forme enkystée. En culture cellulaire, l’accumulaƟon arƟficiel d’acide abscissique 
(ABA) est déclencheur de la sorƟe du parasite de la cellule hôte. L’hormone de plante 
fluridone (FLU) bloque l’action d’ABA et empêche la sortie du parasite, ce qui induit 
la formation d’un kyste. 

 

3.2 Cycle cellulaire et réplication du parasite 
 

3.2.1 Un cycle cellulaire inhabituel 
 

Le tachyzoïte se réplique par endodyogénie. Deux parasites filles se forment au sein du parasite parent 
dont le matériel biologique sera recyclé en fin de division (Figure 13A). En comparaison avec les 
eucaryotes supérieurs, l’ensemble des apicomplexes présente un cycle cellulaire atypique  composé des 
phases G1, S et M mais sans apparente phase G2 (167). Le génome haploïde (1N) du parasite est répliqué 
durant la phase S (caryocinèse). Au cours de cette phase, le parasite marque une pause dans cette 
réplication (1,8N) durant laquelle commence la formation des fuseaux mitotiques (cytokinèse) (163). La 
division cellulaire est sous le contrôle du système cyclines/Cdks (Kinase dépendante des cyclines) (168–
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170). T. gondii code dans son génome sept cyclines atypiques de type P, H, Y et L et dix Crk (Cdk related 
kinase) qui jouent un rôle dans la régulation des processus cellulaires dont 5 impliquées directement 
dans le processus de division cellulaire. Alvares et al. (168) ont montré que le complexe TgCrk1/TgCycL 
est essentiel pour la formation des cellules filles. TgCrk2 en interaction avec TgPHO80 (cycline de type 
P), empêche un arrêt du cycle en phase G1. TgCrk5 régule un point de contrôle en phase S alors que 
TgCrk4 et TgCrk6 n’interagissant pas avec des cyclines, sont impliquées dans la duplication du 
centrosome et la fonction des fuseaux mitotiques, respectivement (Figure 13B). Plus récemment, le 
complexe TgCrk6/TgCyc1 a été décrit comme régulant la métaphase chez T. gondii en contrôlant 
spécifiquement le fuseau mitotique associé au centromère (171). 

 

 

 

Figure 13. 

A- Représentation de la réplication du parasite par endodyogénie adapté de (172) 
B- Représentation des points de contrôle au cours du cycle cellulaire du tachyzoïte 

(168). Un premier point de contrôle en G1 dépend du complexe TgCrk2-TgPHO80 
(flèche orange). La protéine TgCrk5 (flèche bleue) régule le passage de la phase 
G1 à la phase S et l’initiation de la réplication. TgCrk6 est impliqué dans la 
régulation de la formation des fuseaux mitotiques durant la métaphase (flèche 
vert foncé). Deux autres points de contrôles spécifiques aux Apicomplexes sont 
sous la régulation de TgCrk4 (flèche vert clair) nécessaire à la maintenance de la 
stœchiométrie des centrosomes et TgCrk1 (flèche violette) contrôlant la 
formation des cellules filles. 
 

A 

B 
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3.3 La transcription 
 

L’infection d’organismes intermédiaires, de types cellulaires multiples ainsi que le passage par divers 
stades parasitaires au sein d’un cycle cellulaire complexe impliquent des changements biologiques 
majeurs qui imposent une régulation fine de l’expression des gènes chez le parasite. De façon générale, 
la transcription est un mécanisme critique permettant l’expression des gènes chez les eucaryotes. Ce 
mécanisme est conservé au cours de l’évolution et est assuré par un complexe protéique composé de 
l’ARN polymérase II et de facteurs de transcription dit généraux (173). 

 

3.3.1.1 La transcription chez Toxoplasma 
Le mécanisme global de la transcription chez les eucaryotes peut se décomposer en différentes phases 
impliquant des acteurs variés et nombreux. La fixation d’activateurs de transcription sur la région 
régulatrice du promoteur est la première étape qui va permettre le recrutement des enzymes de 
remodelage de la chromatine et de modification des histones. Les modifications ainsi orchestrées vont 
permettre un environnement favorable au démarrage de la transcription par ouverture de la chaine 
d’ADN et fixation du complexe de pré-initiation composé d’un complexe médiateur, de facteurs de 
transcription généraux et de l’ARN polymérase II (174). Enfin, chaque promoteur se caractérise par la 
présence d’une région génomique appelée CPE (Core Promoter Element) composées de plusieurs 
éléments comme des sites de fixation d’éléments cis-régulateurs de type boite TATA ou site de fixation 
de facteurs de transcription (175,176). 

Chez les apicomplexes, les éléments et mécanismes régulateurs de la transcription sont encore peu 
connus. Cependant, des homologues des trois ARN polymérases, l’ARN polymérase I pour la 
transcription d’ARN ribosomaux (ARNr), l’ARN polymérase II responsable de la transcription des ARN 
messagers (ARNm) codant les protéines et l’ARN polymérase III pour la transcription de petits ARN 
comme les ARN de transfert (ARNt) ont été retrouvés dans les génomes de P. falciparum et T. gondii 
(177). Certains éléments cis-régulateurs généraux de type boite TATA ou CAAT et facteurs associés qui 
permettent le recrutement du complexe polymérase II aux promoteurs ont été récemment caractérisés 
(178,179). De plus, des homologues fonctionnels TBP (TATA Binding Protein) ont été identifiés par 
Immuno-Précipitation de la chromatine (ChiP pour Chromatin Immuno-Precipitation) par l’équipe du Dr 
Hakimi et déposées sur la base de données ToxoDB (toxodb.org). Des motifs de fixation d’éléments 
régulateurs spécifiques ont été identifiés sur les promoteurs de gènes régulés au cours de la 
différentiation (TGTGTG, CAGC et TACTGG), ce qui implique une organisation des éléments régulateurs 
de la transcription chez T. gondii similaire au reste des eucaryotes supérieurs. Ces éléments ont été 
considérés non conventionnels par le passé (177), avant d’être de nouveau étudiés suite à la découverte 
de nouveaux motifs et de leur caractérisation (180,181). Les promoteurs de 16 gènes spécifiques aux 
bradyzoïtes ont été cartographiés, ce qui a conduit à l'identification de motifs qui semblent être 
spécifiques de gènes induits lors de la différenciation. Ces éléments des deux gènes bag1 et B-
NTPase spécifiques aux bradyzoïtes ont été insérés dans le promoteur constitutif DHFR-TS et l'ont 
converti en un promoteur qui améliore l'expression d'un rapporteur dans des conditions favorisant 
l'induction de la différenciation (180,181). Cette expérience démontre que l’expression spécifique de 
stade de certains gènes est directement sous le contrôle de ces cis-éléments contenus dans les 
promoteurs de ces gènes. 
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L’expression des gènes de tachyzoïtes est finement régulée de manière dépendante du cycle cellulaire 
pour un tiers des gènes (182). Les auteurs ont montré que l’expression des gènes codant pour des 
protéines impliquées dans les fonctions biosynthétiques et métaboliques, similaires à la plupart des 
eucaryotes, sont exprimés en phase G1 alors que les gènes impliqués dans la maturation du parasite, le 
développement d'organites spécialisés et la sortie des cellules filles sont exprimés en phases S et M 
(Figure 14). Chez T. gondii, l’expression des transcrits dépendants du cycle cellulaire est donc réalisée 
au moment même du besoin de la protéine codée. Cette dynamique de régulation appelée «juste à 
temps» implique un contrôle fin de l’expression des transcrits au cours du cycle cellulaire (183). 

 

Figure 14. Les gènes codant pour les fonctions basales ou spécialisées ont des dynamiques 
transcriptionnelles différentes dans le cycle cellulaire des tachyzoïtes et définissent deux sous-
transcriptomes fonctionnels. (182) 

Représentation graphique de l’évolution de la quantité d’ARNm (rouge), de la quantité d’ARN 
totale (noir) et la diminution de la quantité de l’ARN totale (bleu, échelle inversée) durant le 
premier cycle complet de division des parasites. Les pics observés dans l’histogramme noir 
correspondent aux deux sous-transcriptomes : le pic (a) en S/M est directement lié à la diminution 
de la quantité d’ARNm dans l’histogramme bleu (a’) alors que le pic b enG1 dérive de 
l’augmentation maximale de la quantité d’ARNm dans l’histogramme rouge (b’). 

 

Une étude réalisée au cours de la différenciation de tachyzoïte à bradyzoïte,  grâce à des puces à ADN, 
a montré que l’expression des ARNm est en corrélation directe avec l’expression de protéines 
spécifiques de bradyzoïte connues et montre une activation hiérarchique des gènes impliqués dans la 
conversion du stade tachyzoïte vers bradyzoïte (184–186). Cette expression hiérarchique a été 
récemment vérifiée par une étude en « single cell » permettant d’observer l’expression des gènes au 
cours du cycle cellulaire et de la différenciation tachyzoïte-bradyzoïte (187). 
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3.3.1.2 Les facteurs de transcription chez T. gondii 
Chez les eucaryotes, les facteurs de transcription représentent un des piliers de la régulation des gènes. 
Ils sont caractérisés par leur domaine de liaison à l’ADN qui permet de les classer en diverses grandes 
familles tel que les domaines homeo, Forkhead (Fkh), Bright (ARID), ou MYB faisant partie des domaines 
“helix-turn-helix” (HTH), les facteurs chélatant le zinc comme les ‘doigts de zinc’ (zinc Finger) C2H2, ceux 
présentant un repliement hélicoïdal (HMG, bZip et bHLH) ou encore des repliements plus complexes 
comme des domaines VP1 ou AP2. 

Les premières recherches de ces protéines dans le génome des Apicomplexes ont mis en évidence une 
étonnante pénurie en plusieurs familles de facteurs de transcription (188,189) comblée par une grande 
diversité de facteurs de transcription d’une même famille, les protéines APETALA-2 (AP2). Les facteurs 
de transcription de type AP2 sont retrouvés chez les plantes et sont capables d’interagir avec l’ADN 
(188,190). Le rôle des APETALA2 est de permettre le recrutement des ARN polymérases et de leurs 
facteurs généraux sur des séquences cis en amont du site d’initiation permettant ainsi l’expression des 
gènes (191). L’internalisation par endosymbiose d’un plaste non-chlorophyllien dans l’histoire évolutive 
de ces parasites pourrait permettre d’expliquer la présence de cette famille de facteurs de transcription 
chez les Apicomplexes et en font des cibles thérapeutiques de choix de par l’absence de ce type de 
protéines chez les hôtes de T. gondii (192). 

Les protéines ApiAP2 présentent un domaine AP2 d’environ 60 acides-aminés. Bien qu’ayant un degré 
variable d’homologie de séquences avec ceux des plantes, Ils présentent la même structure secondaire. 
Ces facteurs de transcription contiennent d’un à quatre domaines AP2 pouvant également être associés 
à un petit motif de liaison à l’ADN nommé "AT-hook". Dans la littérature, ce motif est fréquemment 
associé à des domaines fonctionnels des protéines de la chromatine et des protéines de liaison à l’ADN 
(193). Certains ApiAP2 sont retrouvés en complexe avec d’autres facteurs responsables de modifications 
de la chromatine tels que TgGCN5-B (194) et TgCRC (195). De plus, TgHDAC3 forme un complexe avec la 
protéine MORC et des facteurs de transcription de type ApiAP2 (110). Les ApiAP2 sont donc des facteurs 
de transcription qui seraient capables de lier l’ADN et recruter les facteurs de remodelage et de 
modification de la chromatine. 

T. gondii compte 68 protéines contenant au moins un domaine ApiAP2 : 24 sont exprimées durant le 
cycle cellulaire chez le tachyzoïte, 27 sont exprimées constitutivement, 11 sont exprimées chez le 
bradyzoïte et 6 semblent exprimées lors du cycle sexué (182,196,197). 

Une autre famille de facteur de transcription d’importance est la famille contenant un domaine 
Myb. Ces facteurs de transcription sont composés de trois répétitions d'une cinquantaine d'acides 
aminés formant trois helices alpha correspondant au domaine de fixation à l'ADN. D’après les données 
disponibles sur ToxoDB, sept proteines Myb semblent être codées chez T. gondii. Un facteur de 
transcription contenant un domaine Myb (BFD1) a été identifié comme un facteur majeur pour 
déclencher l’expression du profil spécifique lié à la différenciation du tachyzoïte vers le bradyzoïte (196). 
BFD1 lie les promoteurs de nombreux gènes spécifiques au stade enkysté et régule ainsi leur activité. 
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3.4 Le remodelage et les modiϔications de la chromatine chez 
Toxoplasma : 

 

La modification de la chromatine joue un rôle important chez les eucaryotes dans la modulation du 
niveau de compaction du matériel génétique. Cette régulation permet une augmentation ou une 
diminution de l’accessibilité de l’ADN aux protéines chargées de lire et exprimer le code génétique. Cette 
régulation est appelée le code histone. 

Pour se faire, l’ADN chromosomique des eucaryotes est structuré autour des nucléosomes qui sont des 
complexes macromoléculaires constitués de 147pb d’ADN enroulés autour d’un octamère d’histone 
(198). Chaque octamère est constitué de deux monomères de chaque histone (H2A, H2B, H3 et H4). 
L’histone H1, également appelé histone de liaison, est une protéine liée à l’ADN située entre 2 
nucléosomes (Figure 15).  

 

 

Figure 15. De l’ADN au chromosome : 

Schématisation de l’organisation structurelle de l’ADN en double hélice enroulée autour 
de nucléosomes, formant la chromatine plus ou moins condensée et super-enroulée 
pour former le chromosome 

Issu et adapté de (199) 
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3.4.1 Les histones: 
T. gondii exprime quatre histones canoniques (H2A, H2B, H3 et H4), représentées par des gènes à copie 
unique, à l'exception de H2B qui est codée par deux gènes distincts sur des chromosomes différents 
(200,201). Cependant, ces deux gènes ne codent pas exactement pour la même protéine. En effet, H2Ba 
est principalement exprimée dans la forme tachyzoïte alors qu’H2Bb est caractéristique des formes 
sexuées (202). Les histones H2A et H2B de T. gondii présentent respectivement 79% et 75% de similarité 
avec l’Homme. Comme H4, l'histone H3 partage un degré élevé de similitude de séquences avec l'histone 
3 humaine, différant de 8 acides aminés situés dans les domaines N-terminal et globulaire et étant un 
résidu plus long à l'extrémité C-terminale. Les différences sont concentrées dans les régions N et C-
terminales pour H2A et N-terminales pour H2B. Ils partagent une structure commune composée d’un 
corps globulaire et d’une queue N-terminale pour H2B, H3 et H4 et C-terminal pour H2A localisée à 
l’extérieur du nucléosome et qui est sujette à de nombreuses modifications post traductionnelles (MTP) 
telle que l’acétylation, la méthylation, la phosphorilation, l’ubiquitination, la sumoylation, la ribosilation 
de l’ADP, la désimination, l’isomérisation, la crotonylation ou la o-GlcNacylation (203–205). T. gondii est 
aussi pourvu d’une histone H1, cette petite protéine basique qui correspond uniquement à la partie C-
terminale de l’histone H1 humain qui a été découverte récemment (TgH1-like). Cette protéine semble 
se lier aux autres histones et être impliquée dans la division cellulaire (206). L’ensemble de ces 
modifications post-traductionnelles sont très dynamiques est apparaissent sur les divers histones 
constituant un nucléosome de façon interdépendante pour créer ce que Strahl et Allis ont appelé le code 
histone en 2000 (207). 

3.4.1.1 L’acétylation des histones : 
L'acétylation a été l'une des premières modifications post traductionnelles d’histones à être découverte, 
et parmi les MPT (modifications post traductionnelle) des histones courantes, l'acétylation est la mieux 
caractérisée chez T. gondii (208). L’acétylation induit une décompaction de la chromatine rendant les 
promoteurs accessibles aux facteurs de transcription, à la machinerie de transcription et aux protéines 
régulatrices de l’expression des gènes. En effet, les histones étant des protéines hautement chargées 
positivement, leur acétylation amène des charges négatives qui vont avoir pour effet de détendre la 
structure de la chromatine. A l’inverse la désacétylation augmente la compaction de l’ADN et favorise 
l’inhibition de l’expression génique au locus concerné. Chez T. gondii, des expériences d’immuno-
précipitation de la chromatine ont démontré que l'acétylation des histones H3 et H4 (H4ac et H3K9ac) 
marque les promoteurs des gènes activement transcrits. De plus, les promoteurs des gènes spécifiques 
des formes enkystées ou des oocystes ne présentent pas ces MPT chez les tachyzoïtes, ce qui est 
cohérent avec leur extinction (209). La présence de nombreuses acétylations des histones H3 et H4 du 
parasite a été vérifiée par spectrométrie de masse avec notamment l’identification des modifications 
suivantes : H3K9ac, H3K14ac, H3K18ac, H3K23ac et H3K27ac, ainsi que H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac et 
H4K16ac. Ces MTP sont les plus abondantes trouvées au cours de cette analyse (202). L’histone H2B 
ainsi que les variants d’histones H2Bv, H2A.Z et H2A.X sont aussi modifiés par acétylation chez le 
parasite. Cette modification est donc très répandue, ce qui suggère un rôle important dans la biologie 
du parasite. Il est à noter que de nombreuses protéines, non-histones, sont aussi acétylées chez T. gondii 
(210).  

Les enzymes impliquées dans l’acétylation des histones 

Les enzymes anciennement appelées Histone-Acétyl-Transférases (HAT) ont maintenant été 
renommées lysine(K)-Acétyl-Transférases (KAT) car elles catalysent l’acétylation des histones mais aussi 
de nombreuses protéines non-histones. Chez T. gondii, le génome code pour cinq KAT distinctes. Ces 
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enzymes comprennent deux membres de la famille GCN5 (GCN5-A et -B), deux de la famille MYST (MYST-
A et MYST-B) et Hat1 (211). GCN5A et B modifient H3 et probablement H4 et jouent un rôle critique 
dans la prolifération des parasites ainsi que dans la différenciation des bradyzoïtes (194,212–214). 
TgGCN5-B est considérée comme essentielle, tandis que le locus codant pour TgGCN5-A peut-être 
supprimé du génome du parasite sans phénotype évident au stade tachyzoïte et dans des conditions 
normales de culture cellulaire (212,213). Les partenaires avec lesquels TgGCN5b interagit changent 
entre tachyzoïtes réplicatifs et tachyzoïtes démarrant une différenciation vers le bradyzoïte induit par 
un stress alcalin. Il apparait ici que TgGCN5b modifie son activité et ses interactions en fonction du stade 
parasitaire (215). L’extinction génique de TgGCN5-A aboutit à un profil transcriptionnel perturbé lorsque 
les parasites sont exposés à des conditions qui sont propices à la formation de bradyzoïtes. TgGCN5-A 
est donc probablement impliqué dans la réponse au stress et la différenciation de tachyzoïte en 
bradyzoïte (213). 

Les KAT de la famille MYST sont caractérisées par la présence d’un domaine MYST composé d'un motif 
de liaison acétyl-CoA et d'un domaine en doigt de zinc (216). Ces acétyl-transférases semblent être 
impliquées dans les réponses adaptatives à la privation de nutriments (217). Les deux membres de la 
famille MYST présents chez T. gondii, MYST-A et MYST-B, ont une activité d'acétylation de l'histone H4 
(218,219). MYST-B semble impliqué dans la régulation du taux de réplication du parasite, la réparation 
de l'ADN et l'induction de γH2A.X (H2A.X phosphorylé), qui protège contre les dommages à l'ADN. 

En opposition à l’activité des KAT, les histones désacétylases (HDAC) sont responsables de la 
désacétylation des protéines. Les enzymes HDAC sont groupées en quatre classes phylogénétiques 
basées sur l’homologie de séquence, la sensibilité aux inhibiteurs et la nécessité de cofacteur pour 
assurer leur activité (220). La classe I des HDAC, qui est homologue à Rpd3 chez la levure, se localise 
dans le noyau pour réguler l'acétylation des histones et de protéines non-histones chez l’Homme. La 
classe II des HDAC est homologue à la protéine de levure Hda1 et possède deux sous-types, la classe IIa 
et la classe IIb qui sont impliquées dans la réponse à différents stress cellulaires. La classe IIa des HDAC 
présente une localisation entre le cytoplasme et le noyau, tandis que la classe IIb se localise 
principalement dans le cytoplasme chez la levure. Les HDAC de classe III sont appelées sirtuines. Ils se 
localisent dans le noyau, le cytoplasme, les mitochondries et partagent une séquence homologue avec 
la famille d’histones désacétylases de levure Sir2. Enfin la classe IV ne compte qu’une enzyme, HDAC11 
chez l’Homme, qui est hautement conservée chez les organismes eucaryotes, bien que T. gondii semble 
dépourvu d’enzymes de cette classe. T. gondii semble posséder 7 HDAC. Cependant un criblage 
CRISPR/Cas9 à l'échelle du génome chez les parasites RH a montré l’essentialité des HDAC de type I chez 
le tachyzoïte (TgHDAC1 à 5), et la non-essentialité des HDAC de type III, SIR2 et SIR2b (221). Les TgHDAC 
1, 2, 4 et 5 n’ont pas fait l’objet de caractérisation de leurs fonctions. Au contraire, la protéine TgHDAC3 
a fait l’objet de nombreuses études et semble être essentielle à l’établissement du profil d’expression 
spécifique du tachyzoïte. En effet, l’inhibition par des composés chimiques de l’activité deTgHDAC3 a 
démontré son implication dans la désacétylation de H4. FR235222, ciblant spécifiquement TgHDAC3 
induit une différenciation spontanée vers la forme bradyzoïte, démontrant ainsi l’implication des HDAC 
dans la différenciation de stade du parasite (116,214).  TgHDAC3 semble s'opposer principalement à 
l'action de GCN5b, qui par ChIP (immuno-précipitation de la chromatine) se localise sur les promoteurs 
des gènes actifs chez le tachyzoïte, alors que TgHDAC3 se localise sur les promoteurs des gènes exprimés 
préférentiellement au stade bradyzoïte (214). Son implication dans la régulation de la différenciation et 
le maintien du stade tachyzoïte a été démontrée au travers de son interaction avec la protéine 
microrchidia (MORC) qui agit comme un répresseur transcriptionnel en amont de l'engagement sexuel. 
TgHDAC3 est recrutée par MORC aux promoteurs des gènes qui ne doivent pas être exprimés au stade 
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tachyzoïte empêchant ainsi l'accessibilité de la chromatine au niveau de ces gènes qui sont 
exclusivement exprimés au cours des stades sexuels (110). 

3.4.1.2 La méthylation des histones 
La méthylation peut se faire sur les résidus Lysine par des lysine-méthyl-transférases (KMT) ou arginine 
par des protéines arginine-méthyl-transférases (PRMT). Les groupes méthyle ne modifient pas la charge 
électrique des histones et peuvent être associés à l'activation ou à la répression des gènes. Les protéines 
de T. gondii, histones ou non-histones, sont largement méthylées (222).  

Sur l’histone H4, de nombreux sites de méthylation ont été identifiés chez T. gondii : parmi les peptides 
H4 contenant H4K20 identifiés par spectrométrie de masse, la plupart étaient méthylés, le plus souvent 
diméthylés. H4K20me, H4K20 diméthylé (H4K20me2) et H4K20me3 ont également été caractérisés à 
l'aide d'anticorps anti-peptides par immuno-marquage et signalés comme marqueurs des régions 
hétéro-chromatiques (223). 

Des MPT associés à des marques répressives chez les eucaryotes ont été identifiées chez T. gondii, 
notamment H3K9me, H3K36me et H3K79me, bien que les peptides avec ces MTP soient moins 
abondants que les peptides avec modifications associées à des marques de transcription « actives » 
(202). 

Parmi les MPT de l’histone 3 identifiés comme étant méthylées, H3K4 est mono-, di- ou triméthylé. 
H3K4me3 est une modification très conservée, présente dans les régions promotrices des gènes 
activement transcrits chez T. gondii et d'autres organismes (209). Sur cette même histone, les 
méthylations de K18 (me, me2, me3), K23 (me, me3), R26 (me, me2), K27 (me3), K36 (me, me2, me3), 
K37 (me, me2, et me3) et R40 (me, me2) sont présentes mais leurs fonctions n’ont pas été caractérisées 
chez T. gondii. Cependant, leurs fonctions sont connues chez d’autres organismes : R26 me semble agir 
dans l'activation de la transcription chez l’Homme, empêchant la liaison de l'histone désacétylase 
(HumanHDAC1) à la chromatine (224), tandis que K27me3 serait impliqué dans la répression de la 
transcription chez les mammifères (225). K36me2 est impliqué à la réparation de l'ADN (226) enfin 
K37me1 est associé à l'origine de réplication de l'ADN (227). 

 

Les enzymes impliquées dans la méthylation des histones 

T. gondii code pour 5 PRMT dont seules deux ont été caractérisés, PRMT1 et CARM1. Les protéines 
recombinantes de PRMT1 et CARM1 méthylent H4R3 et H3R17, respectivement in vitro. Le traitement 
des tachyzoïtes avec AMI-1, un inhibiteur de CARM1 provoque l’enkystement chez le tachyzoïte (214). 
Cependant, le criblage CRISPR/Cas9 à l'échelle du génome chez les parasites RH a suggéré la non-
essentialité de CARM1 chez le tachyzoïte (221). Une analyse par immuno-précipitation de la chromatine 
a montré une réduction de la méthylation de H3R17 dans les nucléosomes au niveau des régions 
promotrices des gènes spécifiques aux tachyzoïtes, suggérant l’importance de la méthylation de H3R17 
dans le maintien de la forme proliférative (195). Chez la plupart des espèces, y compris T. gondii, PRMT1 
est l’enzyme responsable de la majorité de la méthylation du résidu arginine bien qu'il existe quatre 
autres méthyl-transférases-candidates dans le génome de T. gondii. L’extinction génique de PRMT1 ne 
semble pas avoir modifié l’expression des gènes et l'analyse des histones a révélé une augmentation de 
la méthylation qui a été attribuée à des changements compensatoires dans les schémas de méthylation 
de l’arginine (228). 
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La méthylation des lysines est également importante dans la biologie de T. gondii. Vingt protéines 
présentant un domaine KMT SET (du nom de Drosophila S u(var)3-9, enhancer-of-zeste and trithorax) 
sont codées dans le génome du parasite. Bien que certaines présentent des similarités avec des 
méthylases des histones eucaryotes, elles sont actuellement très peu caractérisées de manière 
fonctionnelle. Ces protéines méthylases peuvent avoir d'autres rôles au-delà de la méthylation des 
histones et de la régulation de l'expression des gènes. De nombreux anticorps anti-histones méthylés 
commerciaux réagissent de manière croisée avec d'autres structures de T. gondii comme le 
cytosquelette indiquant que la tubuline est modifiée chez le parasite (223,229). La méthylation d’autres 
histones que Tg-HDAC3 semble impliquée dans le maintien du stade bradyzoïte. La localisation de la 
méthylase TgSET8 est enrichie dans des régions hétéro-chromatiques telles que des gènes d'ARNr 
réduits au silence, des répétitions satellites et des sites télomériques, avec les marques de méthylation 
répressives H3K9 et H4K20 (223). TgSET8 est donc susceptible de faciliter le maintien du stade chronique 
à l'intérieur de l'hôte. 

 

La configuration d'hétéro-chromatine caractérisée par la présence des marques de méthylation 
H3K9me3 et H3K27me3 est relativement rare chez T. gondii. H3K9me2 et H3K9me3 ont été détectées 
au voisinage de l'histone centromérique CenH3 dans la région d'hétéro-chromatine centromérique de 
chaque chromosome (230). Les marques H3K9me3 sont également retrouvées chez les tachyzoïtes de 
type II dans des gènes de bradyzoïte et des stades sexuels à proximité immédiate de l’ATG (231). 
H4K20me1 et H4K20me3 sont des marqueurs établis de l'hétéro-chromatine chez les métazoaires et 
semblent remplir la même fonction chez les Apicomplexes (223). 

Il est difficile de caractériser les méthylases des histones et de déterminer avec exactitude l’impact de 
la méthylation sur l’activité des histones et la régulation des gènes qui en résulte car les inhibiteurs de 
la méthylation impactent de nombreuses protéines impliquées dans de nombreuses autres voies 
métaboliques.  

Sept membres de la famille Jumanji (JMJ, actifs sur la mono-, di- et triméthyl lysine) et deux 
déméthylases spécifiques à la lysine (LSD, actives sur des membres de la famille des mono- et diméthyl 
lysines) sont présents dans le génome de T. gondii. Dans l’analyse par CRISPR/Cas9, la plupart de ces 
membres de la famille JMJ étaient indispensables à la croissance au stade tachyzoïte ainsi que les deux 
membres de la famille LSD (221). 

 

3.4.1.3 L’ubiquitination des histones 
Chez d'autres espèces, l'ubiquitination des histones régule l'activation et la répression des gènes, et 
l'allongement de la transcription. L'ubiquitination et la SUMOylation (où SUMO est un petit modificateur 
lié à l'ubiquitine) sont des modifications courantes des histones chez les eucaryotes. Les deux peuvent 
être facilement distinguées des autres modifications par des techniques de spectrométrie de masse. Les 
histones de T. gondii sont modifiées par l'ubiquitine sur des sites connus chez d’autres eucaryotes. De 
plus, le parasite semble aussi ubiquiniler ses histones sur des sites qui ne le sont pas chez l’homme ou 
la levure (232). 

Les petits modificateurs ubiquitine et SUMO ont respectivement une taille de 9 kDa et 11 kDa. Les deux 
MPT ont été identifiées sur des histones de Plasmodium (233,234) et TgH3 de Toxoplasma (202). De 
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plus, la SUMOylation a été identifiée sur des histones du parasite grâce à des anticorps dirigés contre 
cette modification (235) et par des méthodes de spectrométrie de masse (202). 

Une lysine ubiquitinilée unique sur H3 (K115) a été détectée par spectrométrie de masse, suggérant que 
les histones de T. gondii ubiquitinylées sont peu abondantes (202). 

 

3.4.1.4 Autres modiϔications post-traductionnelles et association de diverses 
modiϔications au sein du nucléosome 

A ces principales modifications post-traductionnelles des histones s’ajoutent de nombreuses autres 
modifications chimiques des « queues » d’histones (et l'extrémité C-terminale de H2A) (Figure 16) telles 
que la phosphorylation, la sumoylation, la ribosylation de l'ADP, la déimination (ou citrullination), et 
l’isomérisation. Les nouvelles modifications post-traductionnelles des histones découvertes dans un 
second temps incluent la succinylation, la crotonylation et la O –GlcNAcylation (202,204,205). Ces 
modifications ont été identifiées chez T. gondii par spectrométrie de masse (202). 

3.4.1.4.1 La succinylation 
La succinylation sur les peptides de l'histone H3 a été identifiée grâce à des études de mutagénèse et de 
spectrométrie de masse ; certaines ayant déjà été identifiées dans une variété d'espèces eucaryotes 
impliquées dans l'interaction nucléosome-ADN, la fonction télomérique et le silençage de l'ADN 
ribosomique (ADNr) (205). Par Spectrométrie de masse, H3K122succ, H4K16succ et H4K31succ ont été 
identifiés chez T. gondii. Ces résultats ont été confirmés par une localisation nucléaire en microscopie 
par immuno-marquage (202). 

3.4.1.4.2 La formylation 
La N-lysine N-formylation est une MPT impliquée dans les dommages oxydatifs de l'ADN chez les 
eucaryotes (236). Plusieurs peptides formylés de H3 et H4 ont été identifiés par spectrométrie de masse 
chez T. gondii sans caractérisation de fonctions biologiques (H3K56, H3K122, H4K31, H4K59, H4K67, 
H4K91) (202). 

3.4.1.4.3 La propionylation 
La propionylation de la lysine a été décrite en 2007 comme une MPT pouvant être catalysée par les 
acétyl-transférases (237). Chez T. gondii, deux propionylations sur H3 (K115) et H2B (K73) ont été 
détectées (202). 

3.4.1.4.4 La crotonylation 
La crotonylation de la lysine a été décrite en 2011 comme une MPT d’histone associée à des promoteurs 
ou activateurs actifs (204) et retrouvée dans la même étude que précédemment par spectrométrie de 
masse (202). 

La fonction de la plupart des MPT n’est pas encore établie chez les eucaryotes et à la richesse des MPT 
s’ajoutent la synergie et l’inter-combinaison des différentes modifications entre elles dont résulte la 
finesse de cette régulation. La richesse des modifications post traductionnelles d’histones chez T. gondii 
implique un rôle important de ces modifications dans la régulation de l’expression des gènes. 
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3.4.1.5 Les variants d’histones 
Outre les modifications post-traductionnelles que peuvent subir les histones, ces dernières peuvent 
aussi être remplacées par des variants d’histones (238,239). Chez la levure, les histones canoniques sont 
synthétisées durant la réplication lors de la phase S, alors que les variants sont généralement exprimés 
de manière constitutive tout au long du cycle cellulaire (240). Les variants d’histones modifient la 
structure de la chromatine et confèrent de nouvelles propriétés régulatrices apportant un niveau de 
complexité supplémentaire au « code histone ». T. gondii exprime 5 variants d’histones : CenH3 et H3.3 
variants de H3, H2A.X, H2A.Z variant de H2A et H2B.Z variant de H2B. 

H3.3 et H2A.X ont été détectés sur les télomères et les séquences associées aux télomères, tandis que 
H3.3, H2A.X et CenH3 étaient enrichis aux centromères (241). Alors que H2A.X est assez similaire à 
l'histone canonique (88% d'identité), H2A.Z ne montre que 56% d'identité avec H2A (202). Les histones 
H2A.Z et H2B.Z colocalisent avec la MPT H3K4me3 dans les régions promotrices des gènes exprimés ou 
prêts à être exprimés tels les gènes spécifiques du stade bradyzoïte chez le tachyzoïte durant la phase 
S/M du cycle cellulaire (241). Les régions enrichies en H2A.X sont spécifiques de séquences faiblement 
exprimées et, de ce fait, ne colocalisent pas avec les régions riches en H2A.Z et H2B.Z (241). La répartition 
de H2A.Z semble être dépendante du statut transcriptionnel d'un gène avec un enrichissement dans la 
région codante des gènes silencieux spécifiques au bradyzoïte et dans les régions promotrices des gènes 
exprimés. Ce variant est absent des régions codantes des gènes exprimés (202,241). Le niveau global 
d’expression de H2A.X augmente lors de la conversion de stade induite in vitro indiquant que H2AX 
pourrait faciliter la répression génique globale au cours du stade bradyzoïte latent (242). 
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Figure 16. Les enzymes impliquées dans la modification des histones chez Toxoplasma gondii. 

L’action des enzymes de modification va entrainer des modifications par ajout ou suppression de 
groupements chimiques de façon covalente (médiés par des familles d’enzymes, cercles blancs, 
ou de façon dépendant de l’ATP, cercle jaune), modifiant la compaction de l’ADN et la capacité 
de liaison des protéines responsables de l’expression des gènes ou des enzymes impliquées dans 
le remodelage de la chromatine. 

(Schéma adapté de (243)) 

 

 

Les analyses bio-informatiques ont démontré qu’il existe une diversité étonnamment élevée au sein des 
protéines qui constituent la machinerie de modification de la chromatine. La découverte de molécules 
impliquées dans l’inhibition d’enzymes modifiant les histones (115,211,214,244) a permis de mettre en 
lumière l’importance du code histone dans la régulation de gènes, la réponses au stress oxydatif, les 
mécanismes de réparation de l'ADN mais également lors de la transition et le maintien vers diverses 
formes parasitaires. La synergie entre deux facteurs que sont les modifications post-traductionnelles et 
le remplacement dynamique d’histones au sein du nucléosome par d’autres histones canoniques ou 
variants constituent le « code histone ». Ce code semble jouer un rôle important dans la régulation de 
l’expression des gènes chez T. gondii. 
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4 L’interconversion ou la clef d’une pathogénicité 
complexe : 

 

Au cours du cycle de vie de T. gondii, les parasites produisent des formes capables d'échapper à 
l'immunité de l'hôte et d'assurer une transmission efficace à l'hôte suivant. La conversion de la 
membrane de la vacuole parasitophore contenant les tachyzoïtes en paroi kystique permet au parasite 
de persister pendant des périodes prolongées dans l'hôte afin de maximiser la probabilité de 
transmission vers un hôte définitif (un félidé) ou intermédiaire (pratiquement tous vertébrés à sang 
chaud). L’interconversion entre la forme proliférative et enkystée autorise un mode de dissémination 
monoxène en contournant le cycle sexuel (245). 

 

4.1 Structure du bradyzoïte : 
 

Durant la conversion du tachyzoïte vers le bradyzoïte s’opère des modifications ultra-structurales tant 
au niveau du parasite qu’au niveau de la vacuole parasitophore. De forme plus allongée que les 
tachyzoïtes, les bradyzoïtes présentent un noyau situé à leur extrémité postérieure et possèdent des 
organites « rhoptriques » denses aux électrons et de nombreux micronèmes (246,247). Des granules 
d’amylopectine sont aussi présents dans le cytoplasme du parasite (246). A la différence des tachyzoïtes, 
les bradyzoïtes se divisent de façon asynchrone au sein du kyste (248,249). Bien que continuant à se 
diviser de façon asynchrone, les bradyzoïtes représentent un stade de croissance ralenti du parasite avec 
un ADN nucléaire majoritaire de contenu 1N (194). La taille et la forme des kystes matures sont 
variables. En moyenne, un kyste cérébral mature est sphérique, d'environ 10 à 70 μm de diamètre et le 
nombre de parasites dans le kyste peut atteindre des milliers (Figure 17). 

 

4.1.1  Apparition de la paroi kystique : 
Le kyste est entouré d’une paroi qui est un renforcement de la membrane parasitophore apparaissant 
sous celle-ci et composée de chitine, de polysaccharides et de glycoprotéines qui peuvent être détectés 
à l'aide de diverses lectines marquées par fluorescence (250,251). L'agglutinine 
de Dolichosbiflorus (DBA) qui reconnaît la N-acétyl galactosamine a une forte affinité pour une 
glycoprotéine de la paroi du kyste (CST1) avec un domaine mucine qui est localisé dans la paroi du kyste 
sous la membrane vacuolaire. CST1, précédemment annotée comme SRS44, est régulièrement utilisée 
pour détecter les kystes en culture tissulaire (251,252). La délétion du gène entraîne une altération de 
la formation des kystes et des kystes très fragiles, caractérisés par un amincissement et une perturbation 
de la région sous-jacente de la paroi du kyste (253). La formation de la paroi du kyste est un événement 
précoce du développement du bradyzoïte et donc un premier marqueur de la conversion des tachyzoïtes 
vers des bradyzoïtes. 

Tous les constituants de la paroi kystique n’ont pas encore été identifiés et les fonctions moléculaires 
des composés identifiés ne sont pas encore totalement élucidées (254,255). Des protéines de granules 
denses (protéines GRA) ont également été trouvées dans la paroi du kyste (252). Au stade bradyzoïte, 
GRA1, GRA2, GRA3, GRA5 GRA6 et GRA7 ont été identifiés (256,257). MAG1 (Matrix antigen 1) est un 
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autre antigène, issu des granules denses, de la paroi et de la matrice du kyste (258). Il était considéré 
autrefois comme spécifique de la forme enkystée. Cependant, MAG1, est également présent à l'intérieur 
de la vacuole parasitophore au stade tachyzoïte. Son abondance est significativement plus faible, ce qui 
suggère qu'il joue un rôle important dans la formation de la paroi du kyste bradyzoïte (252,259). Une 
pseudokinase de bradyzoïte (BPK1), une protéine contenant un domaine de répétition adhésif de 
micronème (MCP4) et un protéo-phospho-glycane ont été identifiées au niveau de la paroi du kyste 
(260,261), mais les fonctions de ces protéines ne sont pas encore connues. 

 

4.1.2 Le métabolisme du bradyzoïte 
La transformation de tachyzoïtes réplicatifs en bradyzoïtes latents s’accompagnent de changements 
métaboliques permettant au parasite de diminuer son métabolisme général pendant de longues 
périodes. Ces changements sont la conséquence de la régulation à la hausse de diverses enzymes 
métaboliques spécifiques au bradyzoïte, en particulier celles impliquées dans le traitement du 
métabolisme des radicaux oxygénés et du métabolisme des glucides. L’apparition de granules 
d’amylopectine lors de la différenciation en bradyzoïte indique que le métabolisme des glucides est 
modulé lors du changement de stade. Cette régulation du niveau d’amylopectine est essentielle au 
maintien d’une infection chronique chez la souris. Certaines perturbations dans les processus de 
synthèse de l’amylopectine par mutagénèse dirigée contre des enzymes tels que la glycogène-
phosphorylase de Toxoplasma (TgGP) aboutissent  à une baisse significative de la charge kystique dans 
les cerveaux de souris (262). Bien que le rôle exact de ces granules ne soit pas encore totalement 
identifié, l’hypothèse actuellement formulée est qu’ils peuvent servir de réserve d'énergie à long terme 
lors d'une infection chronique, ce qui pourrait aider à maintenir la viabilité des parasites dans des niches 
à faible teneur en nutriments, ou servir de source d'énergie rapidement disponible pour la réactivation 
lorsqu'ils retrouvent des conditions favorables (262). La voie de synthèse de l’amylopectine semble très 
régulée et toute perturbation de sa synthèse à la hausse ou à la baisse aboutit à des phénotypes 
délétères au stade enkysté (263,264). 

La production d’énergie semble également fortement différenciée entre le tachyzoïte et le bradyzoïte. 
En effet, la production d’ATP chez le bradyzoïte repose sur la glycolyse anaérobie du fait de l’absence de 
cycle de Krebs fonctionnel (265,266) et de changements majeurs d’isoformes spécifiques au bradyzoïte 
de la lactate-déshydrogénase (LDH2), de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6-PI) et de l'énolase-
1 (ENO1). Ces enzymes présentent une stabilité et des propriétés enzymatiques différentes par rapport 
à leurs homologues tachyzoïtes (265,267,268). La délétion génique de LDH2 provoque une diminution 
drastique du nombre de kystes se formant dans le cerveau des souris démontrant l’importance de cette 
enzyme dans l’établissement de l’infection chronique. 

Le maintien de l’infection chronique sur le long cours repose également sur l’autophagie et la capacité 
du parasite à renouveler d’anciens organites ou composants cellulaires. L’entrave génétique ou 
chimique de l’enzyme « cathepsine-protéase L », impliquée dans ces mécanismes, a provoqué une 
accumulation d'auto-phagosomes non digérés suivi de la mort des bradyzoïtes ainsi perturbés. Bien que 
non essentielle à la réplication du tachyzoïte et aux stades précoces de différenciation du bradyzoïte, 
elle est essentielle à la viabilité du kyste tissulaire mature indiquant l’obligation de recycler les protéines 
et les organites pour permettre au bradyzoïte de persister (269). 
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Figure 17.Photo de kystes issue de (270); 
A-Kyste issu d’un cerveau de souris contenant plusieurs centaines de bradyzoïtes ;  
B-kyste issu d’un cerveau de rat infecté depuis 14 mois contenant plusieurs milliers de 
bradyzoïtes. 
 

 

 
 

4.2 Modèle d’étude du bradyzoïte : 
 

Jusque récemment, le stade bradyzoïte mature n'a été obtenu que par purification des kystes provenant 
de cerveaux de rongeurs. Par ces techniques, l’obtention de grandes quantités de kystes tissulaires peut 
être difficile sans avoir à multiplier le nombre d’animaux. Par ailleurs, le développement de systèmes 
alternatifs aux modèles animaux tels que les modèles de culture cellulaire in vitro représente un objectif 
majeur visant à la fois à réduire les coûts et à dépasser les limites éthiques. Des systèmes de 
différenciation in vitro ont été développés, accélérant la découverte des mécanismes moléculaires 
impliqués dans la différenciation. 

 

4.2.1  La génération de bradyzoïtes in vitro : 
Les premiers stades de différenciation vers le bradyzoïte peuvent être explorés par l’utilisation de 
techniques in vitro. Divers types de stress exercés sur le tachyzoïte poussent le parasite à enclencher un 
début de différenciation vers la forme kystique (Tableau 4). 

La méthode la plus communément utilisée est le traitement alcalin continu des cellules hôtes infectées 
par le parasite en substituant le milieu de croissance classique (DMEM, 10% Sérum de veau fœtal)  par 
le milieu de croissance RPMI ou DMEM contenant moins de sérum de veau fœtal (1%) et ajusté à un pH 
de 8,0 à 8,2 par ajout de NaOH (13,271). De même, un passage des parasites extracellulaires en condition 
de pH alcalin induit une conversion de ces derniers après infection des cellules hôtes (272).  
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Une initiation de la conversion peut être aussi obtenue par divers protocoles d’épuisement de facteurs 
environnementaux tels que la privation d'arginine (273), l'incubation axénique (274) et l'épuisement de 
la pyrimidine pour des parasites déficients pour l'uracile phospho-ribosyl-transférase (UPRT) cultivés 
dans 0,03 % de CO2. 

 

Stress permettant l’initiation de la différenciation 
pH alcalin (pH 8) 

Choc thermique (43 °C) 

Privation de nutriments 
Carence en arginine 
Carence en pyrimidine 
Privation de cholestérol 

Modulateurs de l'immunité et de l'inflammation 
IFN-Υ 
NO 
IL-6 
LPS 

Inhibiteurs métaboliques 
Oligomycine, antimycine A 
Myxothiazol, roténone, atovaquone 

Médicaments et petits composés 
Composé 1 
Pyriméthamine 
Sulfadiazine 

Modulateurs de signalisation des nucléotides cycliques 
Apicidine, FR235222 (inhibiteurs d'HDAC) 

 
Tableau 4. Facteurs d'induction de la différenciation des bradyzoïtes in vitro (IFN, interféron ; 
NO, monoxyde d'azote ; IL, interleukine ; LPS, lipo-poly-saccharide ; HDAC, histone désacétylase) 
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Le stress induisant la conversion peut être également provoqué par divers traitements chimiques ; tels 
qu’un traitement à la tunicamycine des cellules infectées qui provoque un stress du réticulum 
endoplasmique et le développement  de bradyzoïtes (104), ou l’utilisation d’inhibiteurs mitochondriaux 
(276,277). Un stress chimique à l'aide d'arsénite de sodium peut également être appliqué (13). 
L'inhibition de la sortie du parasite (egress) induite par le calcium par traitement à l'herbicide fluridone 
entraîne une plus grande proportion de kystes en culture (278). 

L’ensemble de ces techniques in vitro présentent un défaut majeur car aucune ne permet de générer 
des kystes matures. Seules les premières étapes de différenciation semblent induites par ces techniques. 

Les kystes ayant un tropisme pour les tissus nerveux et musculaires, l’utilisation de cellules musculaires 
et neuronales comme cellules hôtes pour la culture du parasite présente un intérêt quant à l’étude des 
kystes (Figure 18). L'utilisation de lignées cellulaires musculaires squelettiques primaires qui peuvent 
être différenciées en myotubes matures in vitro a été assez bien documentée (279–281). 

La maturation des cellules musculaires myoblastes mononucléaires proliférant en myotubes polynucléés 
matures différenciés aboutit à l’arrêt de la division des tachyzoïtes infectant ces cellules et à leur 
différenciation en bradyzoïte. Suite à l'infection par T. gondii, les myotubes, mais pas les myoblastes ou 
les fibroblastes, régulent à la hausse le régulateur négatif du cycle cellulaire Tspyl2. Il est important de 
noter que l'inactivation de Tspyl2 médiée par des ARN interférents abroge la différenciation des SkMC 
(skelettic muscle cells) en myotubes, permet à T. gondii de se répliquer à nouveaux et conduit ainsi à 
l’abolition de la formation de kystes tissulaires. Ces données indiquent donc que le retrait du cycle 
cellulaire hôte médié par Tspyl2 est un déclencheur physiologique de la conversion du stade réplicatif 
vers le stade enkysté dans les cellules musculo-squelettiques matures (280). 

 

Dans une autre étude, la résistance à certains antibiotiques dirigés contre la forme réplicative du 
toxoplasme a été testée sur des bradyzoïtes cultivés en myotubes polynucléés matures (281). Des kystes 
tissulaires âgés de 14, 21 et 28 jours ont été traités avec 5 µM et 20 µM de pyriméthamine, 20 µM de 
sulfadiazine et 0,1 µM de 1-hydroxy-2-dodécyl-4(1)-quinolon (HDQ), un inhibiteur de la dihydro-orotate 
déshydrogénase (DHOD) et de la NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) déshydrogénase 
alternative. Les cultures de bradyzoïtes ont survécu à tous les traitements testés. Alors que la résistance 
à la sulfadiazine, à la HDQ ou à de faibles doses de pyriméthamine était déjà complètement développée 
après 21 jours, indiquée par un RS (Score de Résistance) de 1, la résistance à de fortes doses de 
pyriméthamine a augmenté jusqu'à 28 jours de maturation. Les myotubes infectés par le tachyzoïte, qui 
ont servi de contrôle et sont présentés comme des « cultures différenciées de 0 jour », n'ont survécu 
que marginalement au traitement avec 5 µM de pyriméthamine, avec un faible RS de 0,18. La résistance 
contre deux inhibiteurs différents de la kinase bosselée (BKI), BKI1553 et BKI1294, dont il a été démontré 
qu'elles diminuent la charge de kystes chez les souris infectées de manière chronique, a également été 
testée. Les tachyzoïtes ne se sont pas développés après une exposition à quatre fois la CI50 de chaque 
composé. En revanche, les kystes tissulaires déjà âgés de 14 jours étaient résistants aux deux 
traitements, avec un RS de 0,42 et 0,83, respectivement. La résistance a encore augmenté et BKI1553 
est devenu complètement inefficace contre les kystes âgés de 28 jours tandis que les kystes ont atteint 
un RS de 0,89 contre BKI1294. L’ensemble de ces résultats tend à démontrer la maturité avancée des 
bradyzoïtes obtenue en myotubes. Ces protocoles de cultures présentent de grands intérêts pour 
l’élucidation des voix métaboliques spécifiques aux bradyzoïtes, l’étude des étapes clefs dans la 
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différenciation et l’identification de futures molécules actives contre les kystes tissulaires pour lesquels 
aucun traitement n’est, pour le moment, connu. 

Des études similaires ont été réalisées avec des modèles neuronaux. L'utilisation de lignées cellulaires 
issues de tumeurs neuronales ou de cultures de neurones primaires (282), de neurones dérivés de 
cellules souches pluripotentes induites, ou via des méthodes de reprogrammation cellulaire (283,284) 
permettent après infection une génération spontanée de kystes. Passeri et al. ont mis au point un 
protocole d’infection de neurones primaires par T. gondii afin d’étudier les changements engendrés par 
une infection sur le neurone. Malheureusement, leur protocole ne permet pas de suivre la 
différenciation vers la forme bradyzoïte au-delà de 5 jours post-infection. Des changements structurels 
progressifs ont également été décrits dans le réseau des neurites qui pourrait expliquer les altérations 
fonctionnelles décrites au niveau des neurones lors d’une infection chronique à T. gondii (285).  

 

 

Figure18. Différenciation spontanée des bradyzoïtes dans les neurones et les myotubes : 

Les kystes (tête de flèche, marqués avec l'agglutinine de Dolichos biflorus, vert) se forment 
spontanément dans les neurones primaires de l'hippocampe de souris (à gauche, marqués avec 
l'anti-Microtubule Associated Protein 2, rouge) ou de myotubes humains immortalisés (à droite, 
marqués avec la chaîne lourde anti-myosine, rouge). L'ADN a été marqué avec du 4',6-diamidino-
2-phénylindole (DAPI, bleu). 
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Ces cultures de neurones ou de cellules musculaires représentent un environnement de moindre 
complexité par rapport à un organisme total. Cependant, ces nouvelles approches expérimentales 
offrent des perspectives intéressantes pour comprendre les bases moléculaires de la différenciation des 
bradyzoïtes, l’étude de la maturation du kyste et de la persistance du parasite chez l'hôte. 
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4.3 Déterminants de l’environnement cellulaire propice au 
développement spontané des bradyzoïtes 

 

De nombreux facteurs de la cellule hôte sont susceptibles d’influer sur le changement de forme 
parasitaire. Le tachyzoïte pour se diviser rapidement, va réquisitionner une partie des ressources de la 
cellule hôte à son avantage. La carence en certaines de ces ressources va diminuer la vitesse de division 
du parasite et favoriser une différenciation vers la forme enkystée (286). Comme décris, précédemment, 
un épuisement en arginine ou en lipoprotéines dérivées du cholestérol a démontré en culture cellulaire 
une différenciation spontanée des parasites (273,287). Un taux de glycolyse élevé de la cellule hôte va 
engendrer des concentrations en lactate élevées ce qui va maintenir le parasite en division et inhiber 
une conversion en bradyzoïte (288). 

Les facteurs environnementaux vont exercer une grande influence sur la conversion ou le maintien dans 
une forme parasitaire, ce qui peut expliquer que, bien que T. gondii puisse infecter n'importe quelle 
cellule nucléée des animaux à sang chaud, certains types cellulaires vont être propices à la conversion 
et au maintien du parasite dans sa forme bradyzoïte. De précédents travaux suggèrent que certains 
facteurs internes propres à ces cellules agissent comme un signal indiquant au parasite de s’enkyster 
(289). Le niveau de différenciation des cellules hôtes est décrit comme déterminant dans ce processus 
(280). 

La comparaison des réponses transcriptionnelles de différents types de cellules hôtes de souris 
(myotubes, neurones, astrocytes et fibroblastes) infectées ou non par une souche avirulente de T. gondii 
a montré que les transcriptomes des cellules hôtes étaient largement spécifiques au type de cellule et 
que l'infection par T. gondii n'avait qu'un impact mineur sur les profils d'expression de la cellule hôte. 
L'étude a également identifié trois groupes de gènes qui ont montré des profils d'expression similaires 
dans les SkMC et les neurones par rapport aux astrocytes et aux fibroblastes. Ces groupes sont enrichis 
en gènes associés au cycle cellulaire, à la production d'énergie et à l'inflammation. 

Les facteurs environnementaux liés à l’état de différenciation/maturation des cellules musculaires ou 
des neurones, ainsi que les facteurs métaboliques propres à ces cellules différenciées sont donc des 
pistes de recherches sérieuses pour identifier les facteurs déclencheurs de la différenciation. 

 

4.4 L’expression différentielle entre le tachyzoïte et le bradyzoïte : 
 

Le criblage de bibliothèques d'expression dans des bactéries avec un pool d'anticorps polyclonaux contre 
les antigènes bradyzoïtes ou des bibliothèques d'étiquettes de séquence exprimées (EST) ont conduit à 
l'identification de quelques gènes liés aux bradyzoïtes dans un premier temps tels que bag1 (290) et ldh2 
(291). L’amélioration des techniques de séquençage a permis l’identification de nombreux autres gènes 
impliqués dans le changement de forme parasitaire (110,274,292). 

Des antigènes spécifiques tels que l'antigène de surface 4 (SAG4); antigène de surface bradyzoïte, 
BSR4; antigène de surface 2/2D (SAG2/2D) ; antigène de paroi de kyste de 116 kDa (CST1); les antigènes 
bradyzoïtes 1–5 (BAG 1/5) ; des isoformes d'enzymes métaboliques spécifiques (lactate déshydrogénase 
2, LDH2 ; énolase 2, ENO1) sont aujourd’hui considérés comme des marqueurs de la forme kystique 
(293,294).  
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Le séquençage à haut débit (RNA-seq) a permis une approche plus globale et non biaisée pour 
déterminer les profils d'expression différentielle entre tachyzoïtes et bradyzoïtes. L'analyse de l'ARN 
total des cerveaux de souris infectées de manière aiguë et chronique a identifié plusieurs centaines de 
gènes de parasites régulés de manière significative entre les deux stades de la maladie. Cela a permis de 
mettre en évidence une expression différentielle de marqueurs de surface après 4 semaines d’infection 
(295), alors que les profils de transcription restaient essentiellement stables trois mois après l'infection 
(296). De nombreux gènes exprimés uniquement sous la forme bradyzoïtes sont des « gènes 
hypothétiques » qui ne sont pas caractérisés (295). 

 

4.4.1  La régulation et les facteurs transcriptionnels dans le bradyzoïte 
Une fois le processus de changement de stade enclenché, des cascades d'expression génique sont 
observées (295,297), ce qui indique que la régulation transcriptionnelle joue un rôle important à ce 
stade. Ces études rapportent également des groupes fonctionnels distincts de gènes qui sont régulés de 
manière différentielle dans les niveaux d'expression entre tachyzoïte et bradyzoïte. 

Les facteurs de transcription de type ApiAP2 sont fortement impliqués dans ces cascades de régulation 
de l’expression des gènes lors de la différenciation (298,299). Une dynamique dans la maturation des 
kystes a été démontrée avec certains facteurs AP2 régulés à la hausse en début de différenciation du 
bradyzoïte, puis présentant une expression réduite une fois le kyste tissulaire mature formé (182,300). 
Durant la différenciation, un équilibre entre activateurs et répresseurs des gènes bradyzoïtes se met en 
place. AP2IV-3 et AP2XI-4 sont des activateurs de gènes bradyzoïtes (300,301). Leur délétion génique 
(« knock-out ») aboutit à des phénotypes délétères pour la formation de kystes in vivo et in vitro. 
Inversement, un autre facteur AP2 qui est régulé positivement au début du développement du 
bradyzoïte, AP2IX-9, agit comme un répresseur de la formation du bradyzoïte. Sa délétion génique 
provoque un phénotype opposé aux phénotypes décris précédemment pour AP2IV-3 et AP2XI-4 
(300,302). AP2IV-3 et AP2IX-9 régulent des cibles communes bien qu’ayant des actions régulatrices 
opposées. Il apparait ici que le parasite se trouve dans un état versatile conservant la possibilité de 
revenir rapidement vers une réplication rapide et un arrêt de l’initiation bradyzoïte. 

Certains facteurs de transcription AP2 régulés par le cycle cellulaire dans les tachyzoïtes en division sont 
impliqués dans la différenciation de tachyzoïte vers bradyzoïte. En effet, AP2IX-4 et AP2IV-4 bien que 
non essentiels pour la division de la forme proliférative se sont avérés être des répresseurs de 
l’expression des gènes du bradyzoïte (298,303). Leur délétion aboutit à un défaut de formation de kystes 
in vitro pour AP2IX-4, in vivo pour AP2IV-4. AP2IV-4 culmine au stade S/M dans les tachyzoïtes et réprime 
l’expression de nombreux facteurs spécifiques de la paroi kystique. Son absence entraine une expression 
de ces nombreux facteurs au stade bradyzoïte et l’absence totale de kystes dans le cerveau des souris 
infectées.  

Des études ont également démontré l’existence d’autres facteurs différents des ApiAP2 agissant comme 
répresseurs de l'expression de gènes bradyzoïtes pendant la prolifération des tachyzoïtes. Des pull-
downs utilisant le promoteur spécifique du bradyzoïte ENO1 (énolase 1) comme appât ont permis de 
mettre en évidence un homologue de la protéine de liaison FK506 (FK506BP) appelé Toxoplasma facteur 
nucléaire 3 (TgNF3) associé à la fois aux nucléosomes et aux histones libres permettant de réprimer 
certains gènes spécifiques du bradyzoïte tel que l’enzyme glycolytique bradyzoïte ENO1 (304). 
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Un criblage génétique médié par Cas9 a permis de mettre en évidence un facteur de transcription appelé 
BFD1, qui semble agir comme l’interrupteur principal pour la différenciation en bradyzoïtes, car il est à 
la fois nécessaire et suffisant pour ce processus (196). BFD1 est une protéine facteur de transcription de 
la famille des Myb qui peut piloter l'expression des gènes nécessaires à la formation des bradyzoïtes. Il 
met également en évidence une grande diversité et une complexité dans le contrôle du processus de 
différenciation (196). 

Une régulation de type transcriptionnelle avec des FT de type AP2 et Myb est au cœur de la régulation 
à la hausse des gènes spécifiques aux bradyzoïtes et de la transition vers les kystes latents accompagnés 
d’une régulation à la baisse simultanée des gènes spécifiques au tachyzoïte. 

 

4.4.2  L’importance du contrôle traductionnel dans l’initiation de changement 
de stade parasitaire 

Nous avons vu précédemment que certains types de stress cellulaires peuvent induire une 
différenciation vers la forme enkystée. Certaines recherches se sont naturellement orientées vers 
l'étude des voies de réponse au stress chez le parasite afin de mettre en lumière les mécanismes 
amorçant la différenciation. La phosphorylation de la sous-unité alpha du facteur d'initiation eucaryote 
2 (eIF2α) est connue chez l’ensemble des eucaryotes pour contrôler la traduction globale, ce mécanisme 
est la réponse intégrée au stress (ISR). L'ISR présente une famille de protéines kinases apparentées qui 
phosphorylent la sous-unité α de eIF2α, chacune spécifique d’un type de stress. eIF2 permet la liaison 
de l'ARNt-Met au ribosome d'une manière dépendante du GTP et la traduction commence après le 
recrutement de la sous-unité ribosomique 60S et la formation du complexe d'initiation. Une fois la phase 
d'initiation terminée, eIF2 est libéré du ribosome lié au GDP sous la forme d'un complexe binaire inactif. 
La phosphorylation a lieu au niveau de la sérine 51 de la sous-unité α. Une fois phosphorylé, eIF2 montre 
une affinité accrue pour eIF2B, son facteur d'échange de guanine. Cependant, eIF2B ne peut échanger 
du GDP contre du GTP que si eIF2 est dans son état non phosphorylé. En conséquence, la traduction 
s'arrête puisque l'initiation n'est plus possible. De façon générale, cette phosphorylation va induire une 
chute du niveau de traduction globale au sein de la cellule permettant de conserver les ressources et 
d'initier une reconfiguration de l'expression des gènes pour gérer efficacement les conditions de stress 
(305)(306). L’homologue d’eIF2α chez Toxoplasma (TgIF2α) est un facteur impliqué dans la régulation 
de la transition du tachyzoïte au bradyzoïte, dans le maintien du bradyzoïte latent, ainsi que dans la 
réactivation des bradyzoïtes en tachyzoïtes proliférants (307). Une étude a montré que lors des 
conditions de stress communément utilisées pour induire la différenciation parasitaire, TgeIF2α est alors 
phosphorylé (308) et est à un niveau de phosphorylation élevé dans les bradyzoïtes matures (104) (245). 
L’inhibition de la déphosphorylation de TgIF2α induit par un traitement au salubrinal ou au guanabenz 
provoque une initiation de la différenciation vers le stade bradyzoïte sans possibilité de retour vers la 
forme à réplication rapide (103). La traduction lors de la phosphorylation d’eIF2α chez les eucaryotes va 
se concentrer sur un ensemble d’ARNm codant pour des protéines qui permettront de résister au stress. 
Si nous nous intéressons à ce qui se passe dans ces conditions chez T. gondii, un certain nombre de ces 
ARNm préférentiellement traduits codent pour des protéines contenant des domaines AP2 (309).  

 

Le 5′ UTR du gène du facteur de transcription BFD1 code quatre cadres de lecture ouverts non traduits, 
longs de 225 à 273 nucléotides qui caractérisent de nombreux gènes régulés post-
transcriptionnellement (310). Aux phases aiguës et chroniques de l'infection, ce gène est transcrit en 
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ARN messager. Cependant, des auteurs émettent l’hypothèse selon laquelle la protéine BFD1 est 
préférentiellement fabriquée lors de l’infection chronique par régulation post-transcriptionnelle (196). 
Cette hypothèse est vérifiée dans la publication (311) en 2022 dans laquelle les auteurs mettent en 
évidence une protéine qu’ils appellent BFD2 qui est un régulateur de la traduction possédant un 
domaine en doigt de zinc de type CCCH se liant sur l’ARN messager de BFD1 afin d’en réguler sa 
traduction. BFD1 régule la transcription de BFD2 qui régule la traduction de BFD1, les auteurs décrivent 
donc une boucle d’activation contrôlant l’engagement du parasite dans la conversion de la forme 
tachyzoïte vers la forme bradyzoïte. BFD2 apparait également comme un régulateur de la traduction 
pour de nombreux autres ARN dont l’implication dans la conversion bradyzoïte n’a pas été démontrée. 

 

4.4.3  L’importance du cycle cellulaire dans l’initiation de la différenciation 
Le cycle cellulaire du parasite semble être déterminant dans le processus de différenciation vers le stade 
bradyzoïte. En effet, lorsque le cycle cellulaire est bloqué, la différenciation ne peut pas se produire 
(312). Des études ont tenté d'élucider le point du cycle cellulaire au cours duquel le tachyzoïte enclenche 
la différenciation et quels facteurs jouent un rôle à ce point de transition. En fonction de la phase du 
cycle cellulaire, les variations d’expression de certains gènes sont caractéristiques de la capacité du 
parasite soumis au stress à enclencher ou non une conversion vers le stade bradyzoïte. Ainsi, la phase 
du cycle cellulaire qui voit de grandes variations dans l’expression de ces gènes entre le tachyzoïte en 
réplication et le tachyzoïte sous stress est révélatrice de la capacité du parasite à s’enkyster. Si ces 
variations interviennent en phase S/M du cycle cellulaire, le parasite effectuera une conversion vers la 
forme bradyzoïte.  A l’inverse, au sein d’une souche non kystogénique tel que la RH, ces changements 
sont exprimés en phase G1 (313,314). De même, une analyse du transcriptome par lecture de puces à 
ADN a démontré la même information (182). Une comparaison entre tachyzoïtes en réplication et 
tachyzoïtes en cours de différenciation a montré un enrichissement en parasites en phase G0/G1 lorsque 
le développement des bradyzoïtes a été déclenché (315). 

Ces observations ont été réalisées sur des parasites non soumis au stress, ce qui implique que même 
dans des conditions normales, un certain nombre de facteurs capables d'initier le développement de 
bradyzoïtes sont présents et en attente d’un signal initiateur du déclenchement de la différenciation. 
Les tachyzoïtes passeraient donc par un point du cycle cellulaire au cours duquel ils sont prêts à se 
développer en bradyzoïtes. Si le signal est présent, le parasite enclenche la différenciation vers la forme 
bradyzoïte, sinon, il poursuit sa réplication en tachyzoïte. Le ou les signaux initiateur(s) n’ont pas encore 
était clairement identifiés (196) (Figure 19). 

 

4.4.4  Implication de la régulation épigénétique dans la conversion tachyzoïte-
bradyzoïte : 

Les modifications de la chromatine sont un des moyens de réguler l’expression des gènes, notamment 
au niveau transcriptionnel. Au cours de la différenciation de tachyzoïte vers la forme bradyzoïte, il a été 
démontré que les profils d’expression changent profondément (196). En cohérence avec ces 
changements, plusieurs enzymes catalysant les modifications de la chromatine ont été impliquées dans 
les mécanismes conduisant à l’établissement des profils d’expression stade spécifique. Une modification 
a été d’ailleurs particulièrement impliquée dans ces processus : l’acétylation. Il a été démontré que le 
traitement de tachyzoïtes à l’apicidine, un inhibiteur à large spectre de l’activité histone désacétylase, 
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provoquait la conversion du tachyzoïte en bradyzoïte (316). Le niveau d’acétylation de la chromatine 
apparait donc comme déterminant dans la régulation de l’expression des gènes notamment lors du 
changement de phase entre tachyzoïte et bradyzoïte (317). 

De plus comme énoncé précédemment, d’autres enzymes ont démontré leur implication dans le 
maintien ou le changement de stade parasitaire : TgHDAC3, TgGCN5a et TgGCN5b dans l’acétylation des 
histones et les méthyl-transférases TgCARM1, et méthylase TgSet8. 

 

Figure 19. Mécanismes d’interconversion entre les formes tachyzoïte et bradyzoïte : 

Le gène BDF1 est nécessaire pour initier la différenciation. Aux stades tachyzoïte et bradyzoïte, 
ce gène est transcrit en ARN messager. Cependant, la protéine codée BFD1 est 
préférentiellement fabriquée lors d'une infection chronique. BFD1 est un facteur de transcription 
qui peut piloter l'expression des gènes nécessaires à la formation des bradyzoïtes tels que 
certains gènes du réseau transcriptionnel des ApiAP2. Les activateurs transcriptionnels AP2XI-4 
et AP2IV-3 co-régulent les gènes BAG1 et LDH2 et régulent indépendamment d'autres gènes 
bradyzoïtes. De même, les répresseurs transcriptionnels AP2IV-4 et AP2IX-9 régulent des 
ensembles communs (B-NTPase, MCP4, BPK1) et indépendants de gènes bradyzoïtes. Bien que 
ces ApiAP2 ne soient pas directement régulés par BFD1, il apparait que l’action de BFD1 
enclenche la cascade d’activation qui aboutit à l’expression de ces facteurs de transcription. 
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L’implication du « code histone » dans le changement de stade parasitaire apparait comme essentielle. 
L’étude de la cartographie des modifications post-traductionnelles des histones et la caractérisation des 
modifications épigénétiques spécifiques à T. gondii et à chaque stade parasitaire permettront d’élucider 
le mécanisme global de la régulation épigénétique impliqué dans le changement et le maintien de stade 
parasitaire. 

 

L’étude des bradyzoïtes représente un sujet central dans la compréhension de la pathogenèse causée 
par T. gondii notamment la compréhension de la phase chronique de la maladie pour l’avancée 
médicale. D’un point de vue médical, la réactivation kystique constitue un risque majeur pour la santé 
de patients atteints de maladies immunosuppressives ou recevant un traitement immunosuppresseur 
(ex : antirejet). De plus, la présence potentielle des kystes cérébraux pour plus d’un tiers de la population 
humaine mondiale ne constitue pas une information rassurante sachant notamment les manipulations 
comportementales du parasite sur son hôte observées chez le rongeur (318) et la prédisposition 
potentielle à certaines pathologies mentales ou neurodégénératives (319,320). L’établissement de 
nouvelles stratégies prophylactiques ou thérapeutiques sont donc indispensables tant concernant les 
approches médicales humaines que vétérinaires qui sont intimement liées (321). 

De nombreuses questions en suspens méritent d'être étudiées afin de mieux comprendre les aspects 
clés de la biologie des bradyzoïtes, notamment concernant les stratégies d’échappement au système 
immunitaire développées par le parasite. 
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Problématique : 
 

Chez l’homme, la différenciation entre tachyzoïte et bradyzoïte est essentielle à la pathogénicité et 
apparait donc comme un ensemble de mécanismes d’intérêt thérapeutique. La découverte de nouvelles 
cibles thérapeutiques constitue un enjeu majeur dans la recherche contre T. gondii et plus généralement 
contre les parasitoses apicomplexes. Les enzymes impliquées dans les régulations épigénétiques des 
histones sont apparues comme des cibles d’intérêt majeur pour deux raisons principales. La première 
est que de nombreux composés déjà connus et utilisés dans le traitement d’autres maladies tel que le 
cancer sont susceptibles d’être réutilisés contre la toxoplasmose (81). La seconde raison est que les 
mécanismes de régulation des gènes sont essentiels à la pathogénicité et à la faculté d’adaptation du 
parasite (322). De plus, les régulations épigénétiques des histones sont fortement impliquées dans la 
transition de stades parasitaires de l’hôte intermédiaire pour lequel aucun traitement n’existe contre la 
forme enkystée (110,117,244). De plus, le manque de modèles in vitro capables de produire des 
bradyzoïtes matures a impliqué un manque de connaissance sur les variations d’expressions géniques 
qui régissent le passage entre les tachyzoïtes et bradyzoïtes.  

 

L’objectif des travaux réalisés durant cette thèse est double : 

- Identifier de nouveaux inhibiteurs chez Toxoplasma gondii. Nous avons ciblé des inhibiteurs 
impactant des mécanismes de régulation des gènes impliqués dans la transition de stades 
parasitaires  

- Mieux caractériser ces mécanismes impliqués dans la transition de stades et essentiels à la 
survie du parasite. 

 

Ce travail s’est articulé autour de deux axes donnant lieu à la publication de deux articles : 

- La première partie portant sur l’identification et l’étude de l’action d’un inhibiteur d’histones 
désacétylases sur T. gondii. 

- Et la seconde sur l’étude de l’évolution de l’expression génique lors du passage de la forme 
tachyzoïte à bradyzoïte dans un modèle de culture original permettant la différenciation 
spontanée. 
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Résultats : 

5 A potent HDAC inhibitor blocks Toxoplasma 
gondii tachyzoïte growth and profoundly disrupts 
parasite gene expression 

 

5.1 Introduction 
 

Pour répondre à un besoin d’identification de nouvelles molécules inhibitrices de T. gondii, nous avons 
testé 6 composés déjà identifiés pour avoir des effets contre un autre parasite apicomplexe, Plasmodium 
falciparum (323), et pouvant impacter la régulation de l’expression des gènes de par leurs cibles 
potentielles (ciblant les mécanismes épigénétiques). 

Nous avons identifié un composé (MC1742) présentant de grandes similitudes avec un inhibiteur 
d’HDAC et capable d’inhiber la prolifération du parasite sous sa forme réplicative. Afin d’étudier son 
efficacité et de la comparer à d’autres inhibiteurs connus chez T. gondii, nous avons mis au point un 
nouveau protocole permettant de déterminer rapidement l’IC50 de séries de composés en parallèle. Le 
composé MC1742 est apparu comme le meilleur inhibiteur de la croissance des tachyzoïtes et présente 
une IC50 plus basse que la pyriméthamine. Ce composé MC1742 est efficace autant in vitro qu’in vivo. In 
vivo, l’administration du composé par injections intrapéritonéales permet la survie à une dose létale de 
parasites chez la souris. Enfin, nous avons déterminé que MC1742 se comporte comme un inhibiteur 
d’histones désacétylases et provoque une perturbation dans l’expression des gènes du parasite. 
Notamment, il induit une dérépression chez le tachyzoïte des gènes spécifiques des stades asexués et 
sexués qui ont lieu spécifiquement chez les félidés et des gènes spécifiquement exprimés dans les 
bradyzoïtes. 
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5.2 Publication 
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5.3 Résultats complémentaires : 
 

5.3.1  Identiϔication de la ou des cibles de MC1742 : 

5.3.1.1 Approche par étude structurelle et bibliographique 
 

L’objectif de cette étude est de tenter de déterminer la ou les cible/s potentielle/s du composé 
MC1742. La croissance des parasites T. gondii (notre étude) et P. falciparum (323) étant inhibée par ce 
composé, nous avons émis l’hypothèse qu’au moins une HDAC était structurellement proche entre ces 
deux parasites et que la cible de ce composé pourrait être cette dernière. Pour rappel, T. gondii 
présente 5 HDAC, et P. falciparum n’en possède que 3 HDAC.  

De plus, le composé MC1742 inhibe aussi les HDAC humaines et une étude a montré la spécificité 
relative de ce composé pour les HDAC 6, 3 et 10 (195) (Figure 20). 

 

Figure 20. Représentation des IC50 de l’inhibiteur MC1742 sur chacune des 11 HDAC humaines 

Nous pouvons également noter que MC1742 est efficace sur les HDAC humaines 1, 2 et 11. L’objectif 
est donc ici de savoir si certaines HDAC parasitaires ont un site catalytique présentant des similarités 
avec ceux des HDAC humaines 6, 3 et 10 afin d’orienter nos investigations vers les enzymes présentant 
la plus forte potentialité d’être ciblées par MC1742. 

Une première analyse des séquences peptidiques des sites catalytiques des HDAC de Toxoplasma 
gondii, Plasmodium falciparum et humaines a été réalisée par le Dr Romier Christophe (Université de 
Strasbourg). Les observations réalisées montrent que l’HmHDAC6 et 10 présentent des propriétés 
communes avec TgHDAC1, TgHDAC5 et PfHDAC-0. TgHDAC5 est cependant la plus proche de PfHDAC0 
et ces deux HDAC sont les plus divergentes de l’ensemble des autres HDAC. La séquence du site 
catalytique des HDAC parasitaires TgHDAC1, TgHDAC5 et PfHDAC0 semble donc être plus proche de 
celle des HDAC humaines 6 et 10 (figure 21) (flèches jaunes, figure 22). 
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Figure 21. Représentation graphique des similitudes observées entre les sites catalytiques des HDAC 
humaines, de T. gondii et P. falciparum 

 

Un alignement des séquences protéiques des domaines HDAC ainsi que la génération d’un arbre 
phylogénétique basé sur cet alignement a été réalisé sur ClustalW (Figure 22). Les observations 
précédemment obtenues ont été reportées sur cet arbre phylogénétique. 

 

  

Figure 22. Arbre phylogénétique réalisé sur ClustalW basé sur un alignement des séquences protéiques 
des domaines HDAC de T. gondii, P. falciparum et humaines. 
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L’HDAC humaine 3 présente plus de similarité avec TgHDAC2, 3 et PfHDAC1 (Flèches bleues, figure22).  

Selon l’analyse du Dr Romier, PfHDAC21, 22, 23 et TgHDAC4 sont trop courtes pour avoir un repliement 
de type HDAC (cadre vert, figure 22). 

Il semble donc ressortir de cette étude de séquences que TgHDAC1 et 5 présentent une forte 
probabilité d’être ciblées par le composé MC 1742, mais également PfHDAC1, TgHDAC2 et TgHDAC3. 
De plus, chez Plasmodium, seul PfHDAC0 (qui est très proche de TgHDAC5) semble présenter des 
similitudes avec les HDAC humaines ciblées par le composé MC 1742. 

 

Approche par modélisation tridimensionnelle 

Les HDAC de Toxoplasma gondii ont été modélisées en 3 dimensions par le Pr-Dr Sippl Wolfgang 
(Université Martin Luther de Halle-Wittenberg) afin d’étudier l’interaction entre ces enzymes et le 
composé MC1742 in silico. 

Une étude comparative des homologies par modélisation 3D entre HDAC de T. gondii et humaines a 
permis d’étayer les observations faites à travers l’étude « structurelle et bibliographique ».  

Une grande similarité est observée entre TgHDAC5, HDAC6 et 10 humaines, TgHDAC1 et HDAC6 
humaine, TgHDAC3 et HDAC1 humaine. Il apparait une correspondance parfaite entre TgHDAC3 et 
HDAC1 humaine au niveau de la poche catalytique des HDAC (Tableau 5). 

L’approche par modélisation tridimensionnelle renforce les premières observations issues de 
l’approche phylogénétique. 

 

 

Tableau 5. Etude comparative entre HDAC du point de vue de l’identité et de la similarité de séquences 
peptidiques et modélisation tridimensionnelle sur les protéines entières et les sites catalytiques. 

 

 
Approche par mutagénèse 

Afin d’identifier l’HDAC ou les HDAC ciblée(s) par MC1742, la première stratégie réalisée avait pour but 
l'obtention de parasites résistants à l'inhibiteur. Nous avons donc réalisé une mutagénèse aléatoire 
dans les conditions identiques à celle réalisées lors de l’obtention de mutants résistants contre 
l’inhibiteur FR235222 (244). Nous avons ensuite sélectionné cette population de parasites mutés en 

TgHDAC (Uniprot ID) Selected Template All Pocket All Pocket All Pocket All Pocket
Suggested 
HDAC class

HDAC1 (S8F6L4) 5EEI (HDAC6) 27.7 83.3 39.0 88.9 31.6 83.3 44.5 88.9 Class IIa/b

HDAC2  (S8EP32) 6G3O (HDAC2) 46.5 87.5 61.6 87.5 47.7 100.0 62.7 100.0 Class I

HDAC3 (0A125YPH4) 5ICN (HDAC1) 64.4 100.0 80.6 100.0 Class I

HDAC4 (S8GBW3) ---

HDAC5 (S8GEI3) 5EEF (HDAC6/10) 25.7 68.8 40.4 75.0 28.3 68.8 44.1 75.0
Class IIb 
(CDII)

Modeling of Toxoplasma gondii HDACs.

With loops Neglecting Loops
Identity % Similarity % Identity % Similarity %
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présence de l’inhibiteur d’intérêt. Malheureusement, aucune population résistante n’a émergé de la 
sélection. 

Production de mutants inductibles pour les HDAC de T. gondii. 
La deuxième stratégie que nous avons mis en place était l’obtention de mutants inductibles pour 
chacune des 5 HDAC du parasite. Les profils RNA-seq spécifiques à l’extinction de chaque HDAC 
seraient alors comparés à celui obtenu sur les parasites sauvages traités MC1742. Si le composé est 
spécifique d’un HDAC, alors nous devrions obtenir des profils similaires. 

J’ai réalisé des constructions plasmidiques afin de générer des mutants exprimant chaque HDAC 
couplée à l’AID (Auxin Inductible Degron) qui, en présence d’auxine, permet la dégradation de la 
protéine étiquetée. Cette stratégie a été privilégiée pour conserver la région promotrice et ne pas 
perturber la régulation fine de ces enzymes. Aucune des 5 constructions ne m’a permis d’obtenir des 
mutants stables. Nous avons émis l’hypothèse que l’étiquetage en C-terminal pourrait perturber 
l’activité enzymatique de ces protéines, ne permettant pas la sélection de ces mutants. 

Pour pallier ce problème, une troisième stratégie d’extinction de gènes inductibles a été testée. Nous 
avons développé un nouvel outil permettant de placer la construction en position N-terminale grâce à 
l’insertion d’un « peptide de saut » (Skip-peptide) qui nous permet d’exprimer le gène de résistance 
(afin de sélectionner les parasites mutants) et la protéine cible sous le contrôle de son propre 
promoteur (figure 23).  

Ce nouvel outil nous a permis de modifier l’expression d’autres protéines étudiées au sein du 
laboratoire, mais aucun parasite mutant n’a pu être généré par cette technique pour les HDAC du 
parasite. Il semble que toute perturbation du locus des HDAC de T. gondii soit fortement délétère pour 
la survie parasitaire. 

Une dernière stratégie de remplacement des promoteurs de ces gènes par des promoteurs inductibles 
par la tétracycline a alors été mise en place. De nouveau, la transfection des constructions 
plasmidiques n’a pas permis l’obtention de mutants stables pour ces enzymes. L’hypothèse que nous 
formulons est qu’en remplaçant le promoteur des histones déacétylases, nous empêchons toute 
régulation induite par le promoteur endogène et perturbons ainsi grandement la régulation fine et 
dynamique des gènes du parasite. 

Surexpression inductible des HDAC de T. gondii. 
Un mutant codant pour une copie surnuméraire de TgHDAC5 a été généré. Cette surexpression est 
inductible grâce à l’utilisation du domaine DD (degradation domain) qui n’est stable qu’en présence 
de la molécule Shield-1. La surexpression de TgHDAC5 peut être modulée au sein de ce parasite par 
une concentration croissante en « Shield-1 ». La sensibilité de ce parasite au composé MC1742 a été 
étudiée en fonction de la quantité de TgHDAC5. Nous avons donc exposé des parasites sauvages et des 
parasites pouvant surexprimer TgHDAC5 à des concentrations variables de MC1742, et ceci en 
présence ou absence de « Shield-1 ». Nous avons ensuite mesuré le nombre de parasites moyen par 
vacuole comme mesure de la capacité du parasite à croitre. Nous pouvons constater ici que la présence 
ou l’absence de « Shield-1 » n’impacte que très peu la croissance des parasites pour le mutant 
surexprimant TgHDAC-5 par rapport aux parasites sauvages (figure24), indiquant que la surexpression 
de la protéine TgHDAC5 n’est pas suffisante pour conférer une résistance à MC1742. 
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Figure 23. Construction AID en N-terminal 
Dans le plasmide précédemment utilisé, nous avons inséré le gène de résistance HXGPRT (résistance à 
la xanthine et à l’acide mycophénolique) couplé au « peptide de saut » T2A, devant le site AID-3HA dans 
le même cadre de lecture (A). Ainsi, nous pouvons commander des séquences (« primers ») d’ADN 
homologues pour le début du gène HDAC et homologues pour la construction que nous avons réalisée 
(B). Le produit de PCR peut alors être transfecté dans le parasite afin de réaliser une double 
recombinaison avec l’ADN génomique et obtenir une insertion dans le début du gène HDAC ciblé (C). 
Sous contrôle du promoteur de l’HDAC ciblé, est maintenant exprimé un grand ARN codant pour la 
protéine de résistance fusionné par le T2A avec le reste de l’ARN codant pour la protéine HDAC avec 
l’AID en N-terminal (D). Durant la traduction, la protéine HxGPRT va être produite. Un saut peptidique 
sera effectué lors de la traduction du « Skip-peptide » aboutissant à la production d’une 2ème protéine 
AID-3HA-HDAC sous contrôle du même promoteur (E). 
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Au terme de l’ensemble de ces investigations, nous n’avons pas pu identifier la cible de MC1742 chez 
le parasite. Cependant, nos études RNA-seq, nous ont permis de démontrer que le traitement par ce 
composé induisait un profil d’expression très similaire à celui induit par l’inhibition spécifique de 
l’activité de la protéine TgHDAC3.  

 

 
Figure 24. Nombre de parasites moyen par vacuole après traitement MC1742 pour la souche 
surexprimant TgHDAC-V et la souche sauvage. 
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6 Primary brain cell infection by Toxoplasma gondii 
reveals the extent and dynamics of parasite 
differentiation and its impact on neuron biology 

 

6.1 Introduction 
 

La persistance du parasite dans l’organisme des hôtes infectés est assurée grâce à la formation de 
kystes latents dans certains tissus dont le cerveau. Les formes latentes ont la capacité d'échapper au 
système immunitaire de l'hôte. Elles sont par ailleurs à l’origine des récidives d'infections aux 
conséquences délétères sur la santé de l'hôte. La différenciation de tachyzoïte à bradyzoïte est donc 
un mécanisme crucial pour la persistance et la transmission du parasite. Cependant, les mécanismes 
biologiques à l’œuvre lors de cette différenciation et leur dynamique restent jusqu’alors peu explorés. 
En effet, le manque de modèles in vitro reproduisant toutes les étapes de ce processus a empêché 
l’accumulation des connaissances sur ces sujets. Les modèles actuels reposent sur l’induction de la 
différenciation par stress sur des parasites et les cellules hôtes. Cependant, ces techniques présentent 
de nombreuses limites quant à la maturité des kystes obtenus et l’aspect peu physiologique des 
conditions de culture.  

Afin de répondre à cette problématique, nous avons créé un modèle in vitro reproduisant la 
différenciation spontanée des tachyzoïtes en bradyzoïtes en nous appuyant sur la conversion 
spontanée du parasite au sein de certains types cellulaires tels que les neurones et en sachant que la 
persistance des parasites au sein de ces cellules in vivo a déjà été décrites. Basés sur ces expériences, 
nous avons réalisé un modèle de culture in vitro de bradyzoïtes au sein de cellules cérébrales. Les 
études de conversions précédemment réalisées en culture de neurones se sont limitées à des 
inductions de courtes durées (4 jours maximum). Nous avons estimé qu'une culture in vitro de 
neurones nécessiterait le soutien d'autres cellules telles que les astrocytes, qui fournissent un soutien 
métabolique aux neurones et favorisent la fonction des synapses (324), prolongeant la survie des 
neurones durant plusieurs semaines. Par conséquent, nous avons infecté une culture de cellules 
cérébrales primaires complexes avec des tachyzoïtes de T. gondii pour étudier la dynamique de 
différenciation spontanée et la réponse de la cellule hôte à l'infection une fois les kystes établis. Nos 
observations démontrent une conversion spontanée du parasite dans ce modèle in vitro et un maintien 
des kystes ainsi obtenus durant une période minimale de 2 semaines. Nous avons mis en évidence les 
changements et leur dynamique dans l’expression des gènes du parasite et de la cellule cérébrale hôte 
durant la conversion tachyzoïte-bradyzoïte et chez le bradyzoïte mature par séquençage à haut débit. 
Nous avons montré que ce modèle produisait des kystes bradyzoïtes infectieux après 2 semaines de 
culture, reflétant ainsi les modèles in vivo. Ainsi, le modèle in vitro que nous avons établi offre une 
opportunité unique de disséquer les mécanismes moléculaires de la différenciation parasitaire et les 
conséquences de l'infection à T. gondii sur la biologie neuronale. 
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6.2 Publication 
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Supplementary figures and table legends for  

Primary brain cell infection by Toxoplasma gondii reveals the extent and 
dynamics of parasite differentiation and its impact on neuron biology. 

Thomas Mouveaux 1, Emmanuel Roger 1, Alioune Gueye 1, Fanny Eysert 2, Ludovic Huot 1, Benjamin 
Grenier-Boley 2, Jean-Charles Lambert 2 and Mathieu Gissot 1,*. 

 

 

Figure S1: Dynamics of the T. gondii infected and uninfected primary brain cell culture. 

Figure S1A: Bar graph representing the percentage of neurons (blue bars) and astrocytes (red bars) over 

time after 24h, 48h, 96h, 7 days and 14 days.  

Figure S1B: Bar graph representing the percentage of neurons (blue bars) and astrocytes (red bars) over 

time after 24h, 48h, 96h, 7 days and 14 days after infection.  

Figure S1C: Graphical representation of the number of vacuoles expressing both the tachyzoite marker 

TgSAG1 and presenting a lectin labelling. Bar graph representing the percentage of parasite vacuoles 

double positive for p21 and D. bifluorus lectin labelling over time after 24h (green), 48h (yellow), 96h 

(orange), 7 days (pink) and 14 days (red) of infection. A Student’s t-test was performed; two-tailed p-

value; *: p<0,05; **: p<0,01; NS: p>0,05; mean ± s.d. (n=3 independent experiments). 
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Figure S2: Scatter plot representation of raw reads counts. 

Figure S2A: Scatter plot representation of raw reads counts for T. gondii. Each sample is compared to 

all the other samples. 

Figure S2B: Scatter plot representation of raw reads counts for R. norvegicus. Each sample is compared 

to all the other samples. 
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Figure S3: Gene ontology analysis for the 1200 common DEG for the 4d, 7d and 14d time points. 

Each enriched pathway is indicated at the bottom. The y axis represents the fold enrichment for each 

enriched GO pathway. The size of the circle represents the -log10 of the p-value. Downregulated GO 

pathways are indicated in blue. Upregulated GO pathways are indicated in red.  

 



 

104 

 

 

Figure S4: Comparison of the downregulated DEGs in brain cells, after stress induced 

differentiation and in in vivo derived bradyzoites. 

Figure S4A: Venn diagram of the identified downregulated DEGs common for the 1d and 2d time-

points (green circle), the stress-induced downregulated DEGs (red circle) and the in vivo derived 

bradyzoites downregulated DEGs (blue circle). Number of unique or shared DEGs are indicated. At the 

bottom, the size of each list of DEGs is indicated.  

Figure S4B: Venn diagram of the identified downregulated DEGs common for the 4d, 7d and 14d time-

points (green circle), the stress-induced downregulated DEGs (red circle) and the in vivo derived 

bradyzoites downregulated DEGs (blue circle). Number of unique or shared DEGs are indicated. At the 

bottom, the size of each list of DEGs is indicated.  
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Figure S5: Analysis of the read coverage for SporoAMA1 and AMA2 in different samples 

Figure S5A: Read coverage for SporoAMA1. The read coverage for the triplicate samples of tachyzoites, 

14d brain cell culture and from in vivo bradyzoite [40] samples is represented. The gene number is 

indicated at the top of the figure. 

Figure S5A: Read coverage for AMA2. The read coverage for the triplicate samples of tachyzoites, 14d 

brain cell culture and from in vivo bradyzoite [40] samples is represented. The gene number is indicated 

at the top of the figure. 
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Figure S6: Analysis of ApiAP2 transcription factors during differentiation. 

Figure S6A: Clustering of annotated ApiAP2 transcription factors based on their expression during the 

infection of brain cells. Two bradyzoite clusters were identified (in blue). One tachyzoite cluster is 

identified (in orange). 

Figure S6B: Principal component analysis based on the expression of ApiAP2 transcription factors. 
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Figure S7: Analysis of identified R. norvegicus upregulated and downregulated DEGs in the 

infected primary brain cell culture when compare to uninfected samples. 

Figure S7A: Venn diagram of the identified upregulated DEGs for each time point. DEGs for the 1d 

time point are grouped in a green circle. DEGs for the 2d time point are grouped in a blue circle. DEGs 

for the 4d time point are grouped in a red circle. DEGs for the 7d time point are grouped in a yellow 

circle. DEGs for the 14d time point are grouped in an orange circle. Number of unique or shared DEGs 

are indicated.  

Figure S7B: Venn diagram of the identified downregulated DEGs for each time point. DEGs for the 1d 

time point are grouped in a green circle. DEGs for the 2d time point are grouped in a blue circle. DEGs 

for the 4d time point are grouped in a red circle. DEGs for the 7d time point are grouped in a yellow 

circle. DEGs for the 14d time point are grouped in an orange circle. Number of unique or shared DEGs 

are indicated.  
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Figure S8: Gene ontology analysis of enriched pathways for DEGs in the R. norvegicus samples. 

Figure S8A: GO pathway analysis for upregulated DEGs shared for the 1d and 2d time points. Pathways 
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were selected with a FDR of 0,05 and a minimum enrichment of 4. The name of each GO pathway is 

indicated on the left part of the figure. Bars represent the enrichment fold. 

Figure S8B: GO pathway analysis for upregulated DEGs shared for the 7d and 14d time points. 

Pathways were selected with a FDR of 0,05 and a minimum enrichment of 4. The name of each GO 

pathway is indicated on the left part of the figure. Bars represent the enrichment fold. 

Figure S8C: Western-blot showing the expression of Grm1 (VGLUT1) in infected or uninfected brain 

cell culture after 7 days. GAPDH is used as a loading control. 

 

 

 

 

Table S1: Number of DEGs identified by DESEQ2 for the T. gondii genome. 
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Table S2: Number of DEGs identified by DESEQ2 for the R. norvegicus genome. 

 

Table S3: Gene expression for transcripts encoding proteins known to be involved in invasion. 

Log2 fold change (FC) for each transcript at each time point of the infected brain cell culture. Color 

gradient depends on the value of FC. Downregulated values are represented shades of green. 

Upregulated values are represented in shade of red. Transcripts that were not detected are indicated by 

a double dash line (--). For each transcript the gene identification number (gene ID) and the 

corresponding annotation is also presented. 

Please refer to: https://royalsocietypublishing.org/doi/suppl/10.1098/rsob.210053 
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6.3 Résultats complémentaires : 
 

Les résultats du séquençage d’ARN nous ont permis d’étudier l’impact de l’infection sur une population 
totale de cellules neuronales. Cependant, cette technique ne nous permet pas une étude spécifique 
de la cellule infectée voir de modifications induites par une infection proximale sur l’activité d’un 
neurone non infecté. La faible proportion de cellules présentant des kystes cérébraux suite à une 
primo-infection est-elle suffisante pour expliquer un changement de comportement chez le rongeur 
ou existe-t-il un signal de l’infection transmis des neurones infectés aux restes des neurones qui 
induirait une modification de leur activité ?  

De plus, le développement d’un modèle de culture de parasites enkystés dans des cellules cérébrales 
ne nous permet pas de répondre à certaines questions comme l’étude de l’impact de l’infection du 
neurone sur la transmission du message synaptique des cellules infectées ou des cellules non-infectées 
en communication avec les cellules infectées.  

Nous nous proposons donc d’étudier l’activité synaptique entre un neurone infecté et un neurone non 
infecté et les modifications d’activités potentielles des neurones non infecté en communication avec 
des neurones infectés. 

Pour ce faire, nous avons continué une collaboration avec le laboratoire de Jean-Charles Lambert 
(U1011) afin de mettre au point un modèle d’infection de cellules cérébrales de rat dans un 
appareillage utilisant la microfluidique. 

 

6.3.1  Mise au point des conditions nécessaires à une infection par T.  gondii 
de cellules cérébrales en microϔluidique sur une durée de 14 jours 

 

Les cultures de neurones en microfluidique permettent une étude de l’activité de transmission 
nerveuse entre cellules notamment au niveau de la synapse et de son fonctionnement.  

En partenariat avec le laboratoire du Dr Jean-Charles Lambert, avec qui nous avons développé la 
technique de culture de bradyzoïtes en cellules cérébrales, nous avons tenté de déterminer les 
conditions d’infection et de culture du parasite en microfluidique durant 14 jours. Les microfluidiques 
ayant reçu un dépôt de 50 000 cellules cérébrales de rat suivi d’une différenciation/maturation de 14 
jours (figure 25) nous ont été fournies par l’équipe du laboratoire précédemment cité. 

 

Nous avons déterminé au travers d’une succession d’essais “test” qu’une infection de 500 parasites 
dans le compartiment pré-synaptique permet dans nos conditions la formation de kystes parasitaires 
et une infection maintenue jusqu’au 14éme jour post-infection sans toxicité excessive pour les cellules. 
Le niveau de milieu du compartiment infecté est délibérément maintenu inférieur à celui des deux 
autres compartiments durant la phase d’infection afin de maintenir un flux rentrant dans le 
compartiment pré-synaptique évitant un entrainement et une infection vers les deux autres 
compartiments (figure 26). 
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Figure 25. Photographie de 4 microfluidiques composées chacune d’un compartiment pré-
synaptique (PRE), un compartiment synaptique (SYN) et un compartiment post-synaptique 
(POST) (A). Schéma d’une microfluidique présentant les 3 compartiments et l’emplacement des 
micro-canaux (rectangle rouge) permettant le passage exclusif des axones issus des neurones 
du compartiment PRE (B). Les cellules sont déposées dans les compartiments PRE et POST. Le 
compartiment SYN ne reçoit pas de cellules. Ce dernier est l’espace dans lequel se crée la 
jonction entre un neurone du compartiment PRE et un neurone du compartiment POST : la 
synapse. 

 

Figure 26. Prise d’images en microscopie à fluorescence par immuno-marquage sur une 
microfluidique après 4 jours d’infection. Le compartiment pré-synaptique est infecté par T. 
gondii et présente donc des vacuoles parasitophores en cours de conversion vers la forme 
kystique marquées en vert (anticorps anti-Enolase I, marqueur des bradyzoïtes), les astrocytes 
sont marqués en rouge (anti-GFAP) et les neurones en bleu (anti-MAP2). 

pre post 

syn 
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Nous avons déterminé durant ces expériences le nombre de parasites pouvant être déposés, la 
proportion de milieu pouvant être renouvelé (les cultures de neurones étant très sensibles aux 
modifications brusques de l’environnement) et la mise en place de chambres humides afin d’éviter 
une évaporation trop importante du milieu. Nous avons ainsi pu établir les conditions optimales pour 
le maintien de la culture sur un temps long (14 jours de maturation des cellules cérébrales suivis de 14 
jours d’infection). Cependant, des optimisations sont encore nécessaires afin de préserver le réseau 
synaptique (dans le compartiment synaptique) pendant toute la durée de l’expérience.  

L’établissement de ce modèle en microfluidique va nous permettre de mieux comprendre les effets de 
l’infection d’un petit nombre de neurones sur l’activité des neurones non-infectés adjacents et celle 
des neurones non-infectés mais connectés à ceux infectés. 
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Discussion 
 

7 Etude de la conversion tachyzoïte-bradyzoïte 
 

Chez l’Homme, l’interconversion entre forme proliférative et forme enkystée constitue un équilibre 
dynamique qui apparait comme un système complexe et réversible. Le tachyzoïte prolifératif est 
sensible à divers traitements permettant de l’éliminer. Cependant, le bradyzoïte enkysté n’est pas 
sensible aux diverses stratégies médicamenteuses testées (325) ce qui constitue un des problèmes 
majeurs dans la lutte contre cette parasitose chez l’Homme. Des études détaillées sur le transcriptome 
et le protéome menées tout au long du cycle de vie de T. gondii ont révélé que certains ARNm et 
protéines sont plus spécifiquement exprimés dans l'un ou l'autre des stades de développement 
(181,295,297). T. gondii a développé un système de reprogrammation lui permettant de contrôler de 
manière extrêmement dynamique et précise les profils d’expression correspondant à chaque phase de 
son cycle de vie. Cependant, les mécanismes qui organisent la régulation de l'expression des gènes au 
cours de cette transition restent mal compris, principalement en raison des limitations 
méthodologiques.  

L’infection de cellules cérébrales de rat par le parasite permet une conversion spontanée du tachyzoïte 
vers le bradyzoïte. Cette technique nous a permis d’étudier les changements de l’expression des gènes 
qui s’opèrent lors de la conversion du tachyzoïte vers le bradyzoïte durant une longue période (14 
jours). Nous avons observé une progressivité dans les changements d’expression et ces variations 
semblent être orchestrées par des changements successifs d’expression (Figure 27). Deux vagues de 
transcription clefs sont observées au cours de la différenciation dans ce modèle. La première a été 
observée à 1 et 2 jours post-infection et constitue l’initiation de la transition, caractérisée par 
l’expression de gènes propres à la forme bradyzoïte. Durant cette première étape, nous avons observé 
une expression concomitante de gènes spécifiques des deux formes. Ces données ont été corroborées 
par l’étude par immunofluorescence qui a permis d’identifier l’expression de TgSAG1 (marqueur des 
tachyzoïtes) dans des vacuoles positives au marquage par la lectine de D. biflorus (marqueur des 
bradyzoïtes). Dans une seconde étape, nous avons observé la répression des gènes spécifiques de la 
forme tachyzoïte à partir du 4ème jour post-initiation de la différenciation (1649 DEG entre J4 et J1, dont 
616 réprimés à J4 par rapport à J1). Nous avons donc 1033 gènes surexprimés entre J4 et J1 qui ne 
correspondent que pour un tiers (282 gènes) aux gènes surexprimés entre J1 et le tachyzoïte. Le reste 
des 751 gènes ne sont spécifiquement surexprimés qu’à partir de cette étape (J2). Parmi les 616 gènes 
réprimés à cette étape, la plupart sont des gènes spécifiques du tachyzoïte (572 gènes). 

A partir de ces données, nous avons établi plusieurs changements de profils d’expression distincts qui 
ont lieu au cours de la différenciation :  

- Le premier changement majeur du profil d’expression qui commence dès les premiers jours 
(J1 et J2) post-infection est caractérisé par l’induction de l’expression (ou la dérépression) de 
gènes spécifiques à la forme enkystée (Figure 27 – cadre bleu). Ce profil s’affirme au cours du 
temps avec les mêmes gènes de plus en plus exprimés. 
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- Le deuxième changement majeur du profil d’expression qui prend forme dès J4 post-infection 
caractérisé par une répression des gènes spécifiques du tachyzoïte (Figure 27 – cadre rouge) 
et de gènes surexprimés durant la première vague. 

- Un changement de profil mineur avec l’expression transitoire de certains gènes à J1 et J2 
(Figure 27 – cadre violet). 

- Un changement de profil mineur avec l’expression transitoire de certains gènes à J4 sans que 
leur expression se maintienne jusqu’à J7 et J14 (Figure 27 – cadre vert). 
 

 

 

Figure 27. Représentation sous forme de « heatmap » de l’expression des gènes différentiellement 
exprimés (au moins 4 fois supérieurs ou inférieurs) entre chaque point d’étape de l’enkystement et du 
tachyzoïte. Les cadres entourent les gènes corrélés, différentiellement exprimés durant la maturation 
des bradyzoïtes. Plusieurs profils d’expression sont identifiables.  
 

Les deux changements de profil d’expression majeurs semblent être caractéristiques de deux étapes 
chronologiquement distinctes l’une de l’autre.  

Durant la première vague de changement, 1035 gènes sont différentiellement exprimés entre le profil 
d’expression du tachyzoïte et le profil correspondant au 1er jour post-infection. Parmi les gènes de ce 
premier groupe, on compte ceux communément admis pour être des marqueurs du bradyzoïte tels 
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que ENO1, LDH2, BAG1 ou encore BRP1. La première vague de changement du profil d’expression 
génique est donc caractéristique d’une conversion rapide en réponse à un stimulus environnemental 
de différenciation. Cette vague d’expression se maintient alors jusqu’à J14. 

La deuxième vague de changement majeur montre donc une répression des gènes communément 
admis pour être des marqueurs spécifiques de la forme tachyzoïte (SAG1, ENO2 et LDH1) et de 45 
gènes surexprimés durant la première vague  

Dans la figure 27, les cadres violet et vert pourraient représenter des gènes dont l’expression n’est 
nécessaire que de manière transitoire. Notamment, ces gènes pourraient induire ou soutenir les 
changements majeurs établis plus haut. Parmi ces gènes, on retrouve des gènes exprimés au début de 
la conversion puis réprimés à partir de J4 (cadre violet) et potentiellement impliqués dans la régulation 
de l’expression des gènes tels que TGME49_263670 (une protéine présentant une sous-unité 
méthyltransférase spécifique de l’ARN), TGME49_264860 présentant un domaine en doigt de zinc de 
type C3HC4 caractéristique de protéines impliquées dans la régulation de l’expression des gènes et la 
réponse au stress et TGME49_299030 présentant un domaine de liaison à l’ARN. On retrouve 
également des gènes surexprimés spécifiquement à partir de J4 (cadre vert) tel que le facteur de 
transcription AP2XI-1 et d’autres protéines présentant des domaines de liaison à l’ADN et/ou l’ARN 
(TGME49_245660, TGME49_286690 et TGME49_293460) susceptibles d’être responsables de la mise 
en place du profil de transcription du bradyzoïte.  

Comment cette transition en 2 étapes est-elle réalisée ? 

Le facteur de transcription BFD1 (TGME49_200385) a été précédemment identifié comme la « clef de 
voute » initiatrice de la différenciation vers la forme bradyzoïte (196). L’expression de BFD1 est 
contrôlée au niveau traductionnel. Cependant, le transcrit codant pour cette protéine est 2 à 2,5 fois 
plus abondant chez le bradyzoïte qu’au stade tachyzoïte pour chaque point d’étape dans notre analyse. 
Nous nous sommes intéressés aux 2980 cibles de BFD1 déterminées par une expérience de Cut&Run 
(196). Dans nos données, nous avons 2414 gènes surexprimés à J1 par rapport au tachyzoïte. Parmi 
ces gènes, 588 sur 2414 sont ciblés par BFD1 par comparaison avec les données issues de l’études 
précédente (196). Les gènes à la fois surexprimés à J4 par rapport à J1 et ciblés par BFD1 sont au 
nombre de 843. En comparant les gènes de ces 2 ensembles, nous constatons que plus la 
différenciation progresse plus nous trouvons de cibles de BFD1 surexprimées ; les 588 gènes exprimés 
en début de conversion étant également surexprimés à J4. BFD1 est donc actif tout au long de la 
différenciation. Il apparait dans notre étude que les gènes de la liste établie pour être des gènes cibles 
du facteur de transcription BFD1 sont donc exprimés tout au long de la conversion (de J1 à J14), et que 
BFD1 est un facteur de transcription nécessaire à l’induction mais pourrait être aussi nécessaire au 
maintien de la forme bradyzoïte. 

D’autres facteurs que BFD1 ont été caractérisés pour leur implication dans le passage d’une forme 
parasitaire à une autre dans de précédentes études, certains ont été identifiés comme des facteurs 
favorisant la forme bradyzoïte (AP2XI-4 ; AP2IV-3) et d’autres comme des répresseurs (AP2IX-9, AP2IX-
4 et AP2IV-4). AP2XI-4 a été décrit comme un facteur de transcription impliqué dans la régulation des 
gènes du bradyzoïte et son extinction entrainant une diminution du nombre de kystes formés chez la 
souris (301). Nos données montrent que AP2XI-4 n’est que légèrement surexprimé durant la 1ere 
étape (J1-J2) puis voit son expression doubler pour les points d’étape tardifs et aurait donc un rôle de 
régulation important pour le maintien de l’expression des marqueurs des bradyzoïtes au cours de la 
différenciation. Ceci est cohérent avec les données acquises sur ce facteur de transcription qui a été 
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décrit comme un facteur de soutien (et non d’initiation) à l’expression des gènes spécifiques des 
bradyzoïtes.  Il est donc très probable que ce facteur de transcription ait une action de régulation 
durant les deux phases de l’enkystement. AP2IV-3 est surexprimé à partir de J1 (par rapport au 
tachyzoïte) puis son expression diminue à J4 dans nos données, ce qui semble cohérent avec une 
précédente étude (300) montrant que cette protéine est un activateur précoce de gènes du bradyzoïte. 

Les facteurs de transcription répresseurs de la forme bradyzoïte (AP2IX-9, AP2IX-4 et AP2IV-4) 
continuent d’être transcrits au cours de la conversion (298,302,303). Ces 3 facteurs, bien que 
précédemment caractérisés comme des répresseurs de l’enkystement, présentent 3 profils de 
transcription différents s’étalant sur l’ensemble des points d’étape de l’enkystement dans nos 
données. D’autres facteurs ApiAP2 (TgAP2Ib-1, TgAP2IX-1, TgAP2IX-6 et TgAP2VI-2) ont été 
caractérisés comme pouvant jouer un rôle potentiel dans la transition du parasite vers le stade 
bradyzoïte (187). Dans nos données, TgAP2Ib-1 présente un profil atypique car nous observons une 
surexpression à chaque point d’étape sauf à J2 par rapport au tachyzoïte. TgAP2IX-1 et IX-6 sont 
surexprimés à chaque point d’étape de la conversion par rapport au tachyzoïte et TgAP2VI-2 est 
surexprimé durant les 4 premiers jours de la conversion dans nos données pour revenir à un niveau 
d’expression similaire au tachyzoïte aux points d’étape J7 et J14. 

Parmi ces facteurs de transcription caractérisés pour avoir une activité importante lors du passage vers 
la forme chronique dans de précédentes études, nous observons une répartition qui ne semble pas 
exclusive à l’une des deux vagues majeures de régulation décrites plus haut (Figure 28). De plus, nous 
n’avons pas non plus observé une surexpression de facteurs de transcription ou de facteurs liés à la 
régulation épigénétique spécifiques à un point d’étape de la conversion. Ces données indiquent que la 
régulation de l’expression des gènes lors de la différenciation est le fruit d’une régulation complexe 
faisant intervenir de multiples acteurs.  

Nous nous sommes aussi intéressés au facteur BFD2 (TGME49_311100). BFD1 et BFD2 sont impliqués 
dans une boucle d’activation réciproque aboutissant à la conversion du tachyzoïte en bradyzoïte (311). 
Nous avons observé une abondance accrue du transcrit codant pour BFD2 dans nos données. Celui-ci 
étant la cible de BFD1, il est attendu que son expression soit activée dès les premiers jours de 
différenciation. Nos données montrent une hausse de son expression par rapport au tachyzoïte dès J1 
post infection, et celle-ci est maintenue à J2, J4, J7 et J14. 
Il a été montré que la protéine BFD2 se lie au transcrit codant pour BFD1 pour en réguler positivement 
sa traduction. Cependant, BFD2 se lie également à d’autres messagers (375 séquences de transcrits 
qui semblent présenter une affinité variable à BFD2) (311). Parmi ces 375 transcrits, 126 sont retrouvés 
dans nos données comme étant surexprimés par rapport au tachyzoïte. En filtrant les données de 
liaison à BFD2, nous avons identifiés 105 transcrits cibles ayant la plus grande affinité pour BFD2 (soit 
au moins 2 fois plus de séquences immuno-précipitées avec BFD2 que dans le témoin). Parmi ces 105 
gènes, 38 sont surexprimés dans nos conditions de changement de stade et 35 le sont dès le premier 
jour post-infection. Il apparait donc que BFD2 serait un facteur déclencheur précoce de la conversion 
tachyzoïte-bradyzoïte. Ces cibles de BFD2 pourraient coder pour un facteur déclencheur de la seconde 
vague d’expression observée dans nos données. Parmi les 105 ARN ayant une affinité avec BFD2, nous 
avons recherché les facteurs de type ApiAP2 et les « Zinc Finger » ou autre motifs susceptibles de se 
lier à l’ADN et l’ARN. Nous avons ainsi identifié 9 protéines susceptibles d’être impliquées dans cette 
régulation en cascade (Tableau 6). 
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Figure 28. Issue de (324) 
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TGME49_255310 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGME49_247730 AP2 domain transcription factor AP2XII-5 (AP2XII5)
TGME49_291330 RNA recognition motif-containing protein
TGME49_216220 AP2 domain transcription factor AP2XI-5 (AP2XI5)
TGME49_248270 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGME49_224630 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGME49_310900 AP2 domain transcription factor AP2XI-2 (AP2XI2)
TGME49_219120 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGME49_268380 RNA recognition motif-containing protein  

Tableau 6. Liste des gènes susceptibles d’être impliqués dans la régulation de l’expression de 
gènes parmi les transcrits liés par BFD2  

 

 

Il est à noter qu’un seul gène est retrouvé dans nos données comme étant surexprimé lors de la 
transition vers le bradyzoïte : TGME49_224630. Bien que son niveau de transcription ne soit pas une 
preuve de sa responsabilité dans la suite de la conversion, nous pouvons constater que ce gène 
présente une transcription basse dans le tachyzoïte et les points d’étape précoces (J1 et J2) de la 
conversion bradyzoïte. Sa transcription augmente de façon importante à J4 (x6 par rapport au 
tachyzoïte) avant d’être encore doublée entre J4 et J7-J14 (Figure 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Représentation sous forme de « heatmap » de la transcription du gène TGME_224630 

 

Nous pouvons établir l’hypothèse que la conversion de stade et les variations précoces soient initiées 
par BFD1 et BFD2 qui induise une dérégulation des gènes du tachyzoïtes. Dans ces cascades 
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d’expressions-répressions, une seconde vague de changement dans l’expression des gènes survient à 
J4 et pourrait être induite par un facteur régulateur exprimé suite à cet première vague et ciblé par 
BFD2 tel que TGME49_224630. Il serait intéressant de réaliser des mutants de ce gène et d’observer 
si son absence induit une forte perturbation dans la différenciation tardive du parasite. 

Parmi les protéines présentant un motif « Zing finger » et surexprimées durant la conversion 
tachyzoïte vers bradyzoïte dans nos données (87 gènes) (Figure 30), certaines présentent le même 
profil d’expression que TGME49_224630, soit une expression quasi exclusive aux points d’étape du 
4ème jour et tardifs (J7 et J14). Quatre autres présentent une forte augmentation de leur transcription 
à partir de J4, qui continue d’augmenter à J7 et J14. Il serait donc également intéressant de tester ces 
4 facteurs pour leur capacité à générer le deuxième changement de profil d’expression : 
TGME49_268360 ; TGME49_224630 ; TGME49_233920 ; TGME49_246160. 

 

 

 

Figure 30. Représentation sous forme de « heatmap » de l’expression des transcrits codant pour des 
protéines présentant un motif « Zing finger » et surexprimées durant la conversion tachyzoïte-
bradyzoïte. 
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Dans nos expérimentations, la conversion du tachyzoïte vers le bradyzoïte se fait en 2 vagues de 
transcription qui semblent, au moins en partie, orchestrées par une succession d’expression de 
facteurs de transcription et de traduction. Nous pouvons nous questionner quant aux similitudes et 
différences entre ce qui se passe naturellement dans un cerveau infecté et notre modèle d’étude. En 
effet, nous n’avons dans notre modèle qu’une fraction de la machinerie biologique impliquée dans les 
interactions entre le parasite et l’organisme, comme par exemple l’absence d’un système immunitaire 
complet. Cependant, il est intéressant de noter que les facteurs précédemment caractérisés comme 
étant impliqués dans la conversion et le bradyzoïte sont retrouvés dans notre modèle et exprimés de 
façon cohérente tout au long des divers points d’étapes de la conversion.  

Il serait également intéressant de comprendre pourquoi cette conversion se fait en 2 étapes. Nous 
pouvons poser l’hypothèse qu’une conversion en 2 temps permettrait un retour vers la forme 
proliférative en cas d’environnement non adapté au bradyzoïte. Pour vérifier cette hypothèse, il serait 
nécessaire de pouvoir mettre en évidence l’existence du premier profil d’expression génique 
bradyzoïte et l’absence du deuxième changement de profil au sein de cellules autres que des neurones 
ou des cellules musculaires tel que des fibroblastes par exemple. Pour ce faire, un séquençage d’ARN 
serait réalisé sous forme de « single-cell » permettant de détecter des changements de profil 
individualisés. Dans de précédents données générées par RNA-seq en cellules uniques (« single-cell ») 
(187), divers profils transcriptomiques ont été observés chez le tachyzoïte de type II. 
Malheureusement, la profondeur de séquençage n’est pas suffisante pour pouvoir identifier 
l’expression de l’ensemble des gènes. Une grande part des gènes que nous avons identifiés comme 
différentiellement exprimés dans nos données est absente de celles générées par le « single-cell » 
rendant difficile la comparaison entre nos deux approches.  

 

8 La réplication du bradyzoïte 
 

Le tachyzoïte présente une division synchronisée pour l’ensemble des parasites au sein d’une même 
vacuole. Toutes les 6 heures, un parasite mère donne naissance à deux parasites filles par 
endodyogénie. Au sein du kyste, la réplication ralentit de façon significative sans pour autant s’arrêter 
totalement et devient asynchrone. La réplication au sein du kyste est aujourd’hui très peu documentée 
et beaucoup d’interrogations restent en suspens. Les données obtenues par « Single-cell » sur des 
bradyzoïtes in vitro ont démontré qu’une sous-population de ces bradyzoïtes présentaient un profil 
transcriptomique différent avec une expression de gènes impliqués dans la division cellulaire (187), 
soutenant la possibilité pour le bradyzoïte de déréprimer une partie des gènes habituellement 
exprimés dans le tachyzoïte afin de revenir vers un état favorable à la division. Certains 
questionnements sont susceptibles d’être testés/analysés grâce à la technique de culture de parasites 
en neurones que nous avons développée. 

- Pourquoi certains parasites vont effectuer une réplication quand le reste des bradyzoïtes au 
sein du même kyste restent latents ? 

- Le bradyzoïte redevient-il momentanément tachyzoïte ou une forme intermédiaire « semi-
proliférative » durant le temps où il opère cette division ? 
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Pour tenter d’apporter un début de réponse à ces questions, nous devons nous intéresser au profil 
d’expression de ce parasite en division afin de savoir s’il exprime certains marqueurs spécifiques du 
tachyzoïte ou du bradyzoïte. L’obtention de parasites mutants exprimant des versions de ces 
marqueurs étiquetés par des peptides fluorescents comme la GFP (Green Fluorescent Protein), le 
mCherry ou autres permettrait de suivre en vidéo-microscopie la division de parasites en culture de 
neurones avancée et d’observer l’expression de marqueurs spécifiquement tachyzoïtes ou bradyzoïtes 
couplés à un marqueur de la division (ex : Une souche de type II exprimant Sag1-GFP, Bag1-mCherry 
et une protéine étiquetée spécifique des cellules filles tel que IMC32) (327). 

L’obtention de plusieurs recombinants pour divers couples de protéines tachyzoïte-bradyzoïte 
amènerait ainsi un début d’information sur le profil d’expression génique adopté par ces parasites 
réplicatifs au sein du kyste. En effet, l’expression de protéines spécifiques de la forme réplicative au 
sein de parasites en division dans un kyste indiquerait un changement transcriptionnel avec 
dérépression de gènes marqueurs du tachyzoïte. Cependant, lors de la différenciation les parasites 
n’expriment pas TgSAG1 et sont tout de même capable de se répliquer.  Cette donnée indique que les 
bradyzoïtes réplicatifs au sein du kyste ne doivent pas retourner vers une expression des gènes proche 
de celle du tachyzoïte. Une étude récente sur des bradyzoïtes et tachyzoïtes remis en culture sur deux 
types de cellules hôtes différentes (HFF et astrocytes) apporte de nombreuses informations quant à la 
division du parasite enkysté (328). Les auteurs démontrent la capacité du bradyzoïte à se diviser sans 
avoir à opérer un retour vers une forme tachyzoïte. Le bradyzoïte conserve donc la capacité à 
accomplir un cycle cellulaire sans un passage, même transitoire, vers la forme tachyzoïte.  

 

9 Bradyzoïte et invasion 
 

Au cours d’expérimentations in vitro, certains kystes ont montré la possibilité de rompre et de libérer 
les bradyzoïtes qu’ils contiennent (329). Cependant, le nombre de kystes ne semble pas augmenter 
dans le cerveau de souris infectées de manière chronique. Cela indiquerait qu'en présence d'un 
système immunitaire compétent, les parasites libérés des kystes sont efficacement éliminés (249,330). 
Cependant, d’autres études ont montré la présence de kystes en grappe dans le cerveau de souris 
infectées laissant penser que l’invasion par le bradyzoïte pourrait avoir lieu (270). Quel est la nature et 
le devenir de ces bradyzoïtes ainsi libérés ? 

 

Nature de ces parasites : 

Nous pouvons supposer que ces parasites pourraient être des bradyzoïtes en cours de conversion vers 
les tachyzoïtes. La présence de kystes exprimant SAG1 et BAG1 dans des coupes de cerveau (252) 
suggère cette possibilité. La capacité réduite des bradyzoïtes à sortir des cellules après une stimulation 
calcique (331) est aussi un argument en faveur de cette hypothèse.  Dans le cas où ces parasites 
seraient des tachyzoïtes, ils pourraient réenvahir les cellules du cerveau et soit être amenés à opérer 
une différenciation spontanée en bradyzoïte (comme observé dans notre modèle in vitro), soit rester 
en tachyzoïtes (ce qui causerait une encéphalite in vivo si le système immunitaire ne contrôle pas la 
prolifération de ces parasites). Cependant, on ne peut exclure que les bradyzoïtes soient capables de 
sortir activement (egress) des cellules, et il a été démontré que les bradyzoïtes conservent la capacité 
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à envahir des fibroblastes et des astrocytes (328). Il est donc probable que les bradyzoïtes libérés de 
kystes au sein du cerveau soient capables de produire des kystes dans les cellules adjacentes. 
Cependant, la maitrise de l’infection par le système immunitaire de l’hôte pourrait réduire la possibilité 
de rencontrer ces infections en grappe. . Dans le cas où ces parasites seraient des bradyzoïtes, ils 
pourraient envahir les cellules du cerveau et former un nouveau kyste comme l’ont montré les 
expériences d’invasion par les bradyzoïtes des fibroblastes et des astrocytes (328). 

 

 Invasion des bradyzoïtes : 

Il a été montré que cette forme du parasite entrait dans les cellules en utilisant la jonction mobile 
(332). Nous avons par ailleurs montré que le contenu des micronèmes et rhoptries semble changer 
entre les tachyzoïtes et les bradyzoïtes. Ces observations ont été corroborées in vivo sur des kystes 
issus de cerveaux de souris (296), et in vitro (332). Il semble donc que la machinerie d’invasion des 
parasites soit modifiée entre le tachyzoïte et le bradyzoïte. La raison de ces modifications n’est pas 
élucidée à ce jour. Cependant, elle semble avoir un rôle pour la production de kystes in vivo (332) ce 
qui suggère que cette spécialisation soit importante dans la réinvasion des cellules du cerveau par le 
bradyzoïte.   

Il est aussi possible que la spécialisation de la machinerie d’invasion des bradyzoïtes soit liée au cycle 
de vie du parasite. En effet, les bradyzoïtes sont voués à envahir des entérocytes et pourraient donc 
avoir une machinerie dédiée à cet effet. Les tachyzoïtes ont a contrario un large spectre de cellules 
cibles. Des tests d’invasion de culture d’entérocytes avec des bradyzoïtes et des tachyzoïtes pourraient 
répondre à cette question. La possibilité de suivre l’invasion dans les cultures de cellules cérébrales 
présente l’opportunité d’étudier la capacité de bradyzoïtes matures (extraits de kystes cérébraux ou 
produits après 14 jours en culture de cellules cérébrales) à réenvahir des neurones, afin d’observer la 
dynamique de l’infection de ces cellules après invasion par ces bradyzoïtes. Une première information 
intéressante serait apportée par ce test d’invasion en comparaison avec des tachyzoïtes qui 
déterminerait l’efficacité du bradyzoïte à réenvahir des neurones.  

 

10  Les inhibiteurs d’HDAC, entre outils d’études 
fondamentales et potentiels futurs composés 
thérapeutiques 

 

De nombreux inhibiteurs d’HDAC impactent ces enzymes chez le parasite à de faibles concentrations. 
Malgré des indices de sélectivité élevés (après comparaison avec les IC50 de ces composés sur les 
cellules hôtes humaines), l’impact de certains de ces inhibiteurs sur les cellules hôtes n’a pas été 
mesuré avec précision. Des expériences de RNA-seq sur des cellules humaines non-infectées, traitées 
avec MC1742 (données non montrées) suggèrent un impact non-négligeable de ces types d’inhibiteurs 
sur l’expression des gènes de l’hôte. Pour étudier plus profondément l’impact de ces inhibiteurs sur 
les cellules hôtes, ces expériences pourraient être couplées à une immunoprécipitation de la 
chromatine des histones modifiées (acétylées) des cellules hôtes. Les données de RNA-seq sur ces 
cellules hôtes avec des concentrations très faibles mettent en lumière l’aspect potentiellement toxique 
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de ces composés et constituent une limite technique à l’utilisation directe des inhibiteurs d’HDAC 
comme traitement antiparasitaire. Notamment, les inhibiteurs d’HDAC de base hydroxamate sont 
connus de par leur capacité à chélater les ions métalliques et inhiber d’autres enzymes que les HDAC 
entrainant des effets imprévus (333). Nous avons testé un analogue de MC1742 (MC2125) qui nous a 
permis d’inhiber la croissance du parasite in vitro avec des concentrations de l’ordre du nanomolaire. 
Cependant, lors de nos investigations in vivo, le composé s’est avéré toxique à 30mg/kg et a entrainé 
la mort de plus de la moitié des souris testées. Les effets délétères sur certaines cellules sensibles au 
sein d’un organisme complexe constituent pourtant une limite de ces traitements potentiels futurs. 

 

Outre les changements initiés par divers facteurs de transcription et de traduction impliqués dans la 
conversion de stade, un troisième volet épigénétique est à prendre en compte. La faible acétylation 
des histones situées au locus de nombreux promoteurs de gènes spécifiques des bradyzoïtes est 
essentielle dans le maintien de la répression de ces gènes chez le tachyzoïte (117,244). La dérégulation 
de ces mécanismes impliqués dans le niveau d’acétylation bouleverse la biologie du parasite et sa 
capacité adaptative aux divers hôtes biologiques qu’il traverse lors de son cycle de vie. Des travaux de 
recherche ont démontré que l’inhibition de TgHDAC3 aboutit à la dérépression d’un grand nombre de 
gènes spécifiques du bradyzoïte mais surtout des stades spécifiques de l’hôte définitif (le félin) chez le 
tachyzoïte (117,244). Ce phénotype présente de grandes similarités avec celui obtenu sur des parasites 
tachyzoïtes traités par MC1742. En effet, le séquençage d’ARN des parasites traités par MC1742 a 
démontré une forte dérépression des gènes des stades sexués  chez le tachyzoïte et présente ainsi de 
grandes similarités avec le séquençage d’ARN des mutants d’extinction génique de TgMORC (326). Il 
apparait donc évident que la régulation du niveau d’acétylation des histones est un élément clef de la 
régulation de l’expression des gènes spécifiques de stade. Cependant le rôle de TgMORC et plus 
largement le complexe associé à TgHDAC3 au stade bradyzoïte n’a pas été exploré. En effet, il n’y a pas 
de différence en termes d’abondance du transcrit codant pour MORC entre le tachyzoïte et le 
bradyzoïte. Afin de connaitre le rôle de TgMORC dans l’établissement des profils d’expression observés 
lors de la transition tachyzoïte-bradyzoïte, nous pourrions utiliser notre modèle in vitro afin de 
connaitre sur quels promoteurs MORC se situe tout au long de la différenciation. L’obtention d’une 
souche mutante présentant une copie étiquetée de MORC serait une première étape dans la tentative 
de répondre à ces interrogations. Une immunoprécipitation de la chromatine sur cette souche avec un 
anticorps dirigé contre l’étiquette permettrait de voir où se fixe la protéine MORC dans le génome du 
bradyzoïte au cours de la conversion et dans la forme mature. De plus, une immunoprécipitation du 
complexe MORC en condition native nous permettrait de connaitre ces partenaires et savoir si certains 
facteurs de transcription se lient à MORC chez le bradyzoïte. Cependant, cette technique semble 
difficilement réalisable considérant la très faible quantité de matériel obtenu dans les conditions de 
culture in vitro. Le recours à la technique de biotinylation de proximité pourrait permettre d’identifier 
les protéines du complexe MORC dans des conditions où le matériel de départ est en quantité 
restreinte. L’obtention d’un parasite recombinant présentant une extinction génique inductible pour 
MORC pourrait aussi permettre d’étudier son activité au sein des bradyzoïtes par observation 
microscopique et séquençage d’ARN de bradyzoïtes n’exprimant plus MORC. Ces expériences 
permettraient d’éclairer le rôle de l’épigénétique au cours de la différenciation de tachyzoïte à 
bradyzoïte 

Chez le parasite, il apparait que l’inhibition des HDAC parasitaires impacte des voies métaboliques et 
régulatrices de l’expression des gènes très variables en fonction de l’inhibiteur utilisé. En effet, 
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l’utilisation de l’inhibiteur FR235222 ciblant spécifiquement TgHDAC3 aboutit à un phénotype 
d’apparence bradyzoïte avec expression des marqueurs précoces de la paroi kystique et une 
expression génique perturbée. Les études publiées sur de nombreux autres inhibiteurs d’HDAC 
présentent des résultats différents avec, pour le cas de MC1742, le dérèglement de l’expression 
génique mais l’absence d’expression de marqueurs de la paroi kystique (autres exemples page 34 à 
37). Il est à noter que seul FR235222 a été caractérisé pour cibler TgHDAC3. Les hydroxamates étant 
de petites molécules présentant une forte capacité à complexer les ions Zinc présent au sein de la 
poche catalytique des HDAC (333). Dans le cas de MC1742, sa structure chimique de base hydroxamate 
et les modélisations tridimensionnelles qui ont été réalisées laissent à penser que ce composé puisse 
entrer dans la poche des 5 TgHDAC et inhibe potentiellement plusieurs HDAC parasitaires (pan-iHDAC). 
La perturbation ainsi obtenue serait de ce fait le résultat d’effets cumulés de l’inhibition de plusieurs 
TgHDAC.  

L’identification d’inhibiteurs spécifiques contre chacune des 5 TgHDAC de façon exclusive permettrait 
une étude approfondie du rôle et de l’importance de chacune de ces enzymes. Ces rôles sont très 
certainement fortement essentiels à la survie du parasite de par les difficultés à générer des mutants 
pour ces gènes.  

Nous avons observé des effets de MC1742 très délétères sur les tachyzoïtes tant au niveau de la 
réplication que de l’expression génique. Le composé ne semble pas impacter le bradyzoïte déjà en 
place dans des conditions in vitro ou in vivo (kystes cérébraux dans les souris infectées et traitées 
MC1742). Cependant, il serait intéressant de reprendre ces kystes traités obtenus in vitro ou purifiés 
de cerveaux de souris afin de remettre en culture ces parasites et observer leur capacité à revenir vers 
la forme tachyzoïte. La non-disparition de ces kystes, déjà en place avant le traitement, est-elle 
suffisante pour conclure à l’inefficacité du composé sur cette forme parasitaire ? Un test similaire a 
déjà été mis en place (117) dans lequel les kystes ont été traités ex-vivo par le composé FR235222 puis 
les bradyzoïtes extraits et remis en culture. Ces parasites n’ont pas été capables de revenir vers la 
forme proliférative et de générer une plage de lyse dans un test dit de « plage de lyse ». Cependant, 
les kystes ont été traités durant 7 jours ex-vivo, et non en condition « in vivo » dans des souris traitées. 

 

Outre ces inconvénients limitant l’utilisation des iHDAC comme traitement contre les parasitoses, 
l’intérêt de traitement synergique entre un ou plusieurs inhibiteurs d’HDAC et des traitements 
conventionnels tels que la pyriméthamine ou la sulfadiazine a été démontré (334). Cette approche vise 
à réduire la dose nécessaire de médicaments conventionnels, ce qui pourrait minimiser les effets 
secondaires de ces traitements (effets tératogènes de la pyriméthamine) tout en augmentant son 
efficacité. Les traitements combinés avec des inhibiteurs d’HDAC présentent de potentiels avantages 
tel que : 

- L’amélioration de la sensibilité du parasite : les inhibiteurs HDAC peuvent rendre le parasite plus 
sensible aux médicaments antiparasitaires en modifiant sa régulation génique. Par exemple, 
l'acétylation accrue des histones due à l'inhibition des HDAC peut ouvrir l'accès aux gènes impliqués 
dans la réponse au traitement antiparasitaire, rendant ainsi le parasite plus vulnérable à l'action du 
médicament. 

- Le ciblage de différentes voies métaboliques : en ciblant spécifiquement les mécanismes 
épigénétiques du parasite, un inhibiteur d’HDAC pourrait se voir associé à un composé ciblant d’autres 
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voies métaboliques afin de perturber simultanément plusieurs aspects de la survie et de la croissance 
de T. gondii. 

- Réduction de la résistance aux médicaments : bien que le problème de résistance aux médicaments 
soit moins problématique pour T. gondii que pour d’autres parasites Apicomplexes tel que P. 
falciparum, la synergie avec des inhibiteurs HDAC pourrait aider à prévenir ou à surmonter ce 
problème. 

- Multiplication de l’arsenal thérapeutique : les traitements combinés offrent de nouvelles options 
thérapeutiques pour les personnes atteintes d'infections à T. gondii et pour lesquelles les traitements 
conventionnels sont inadaptés. 
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Perspectives : 
L’établissement du modèle de culture in vitro nous permet d’avoir accès à la dynamique de 
différenciation. Plusieurs utilisations de ce modèle ont été évoquées et nous avons par ailleurs débuté 
l’utilisation de criblages utilisant l’outil CRISPR-CAS9 développée par l’équipe du Dr Lourido (335). A 
travers l’utilisation de ce modèle, nous proposons de déterminer le niveau d’essentialité des protéines 
pour l’enkystement ou l’établissement du kyste mature. Nous souhaitons ainsi explorer quels sont les 
facteurs de transcription et les gènes impliqués dans la régulation de l’expression des gènes qui 
pourraient avoir un rôle dans ces processus. La technique de CRISPR-CAS9 nous permet de le faire à 
plus grande échelle. Cette technique nous permettra aussi de pouvoir étudier les gènes essentiels à la 
différenciation bradyzoïte-tachyzoïte, un sujet encore peu exploré. 

En plus d’explorer plus avant la biologie des bradyzoïtes, ce modèle va aussi permettre de tester des 
composés qui seraient capables d’éliminer les bradyzoïtes matures. En effet, nous avons maintenant 
accès in vitro à des kystes dont la nature est proche de ceux qui peuvent être extrait des cerveaux de 
souris. Un criblage à moyen débit est envisageable afin d’identifier ce type de composés qui pourraient 
être associé en combinaison avec d’autre traitements visant la forme proliférative du parasite. 
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