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Texte - 
, Sporozoï t r  : z o ï t e  i s s u  de l a  s p o r u l a t i o n  

. :lérozoït-e, s c h i a o z o i t e  : z o ï t e  i s s u  de 1-a schizogonie  

. Tnchyznïte : z o ï t e  à m u l t i p l i c a t i o n  r a p i d e ,  r é p é t é e  (PF.J?:F.AWL, 1975) 

, ~ r a d ~ z o ï t e  : 20-e de k y s t e  i n t r a t i s s u l a i r e  d ' a t t e n t e ,  à n tu l t i p l i ca -  

tien l e n t e  (FFZSICEI~, 1975) 

x min : a c c é l é r a t i o n  au rayon m a x i m m  
gmax 

Planches 

amyl opec t ine  

anneaux 'apicaux 

ce1 l u l e  hô t e  

~ o n o i d e  

complexe sembranaire  i n t e r n e  

granule  dense 

e rgas  toplâsme 

d j . c t ~ ~ o s o m ~ -  

m : mic.ronEmcs 

MVP : membrane de l a  vacuole  pa ra s i t ophore  

N : noyau 

P : plasmalemme 

PR : pédoncule de r h o p t r i e  

R : r h o p t r i e  

RB : corps  r é f r i n z e n t  

t : micro tubules  sous p e l l i c u l a i r e s  

v : v é s i c u l e  

va : v é s i c u l e  â p i c a l e  





Il est au sein des Protozoaires un groupe d'organismes tous 

parasites et responsables de nombreuses affections humaines (Paludisme, 

Toxoplasmose) ou animales (Coccidiose, Sarcosporidiose, Piroplasmose, etc.), 

qui ont été rassemblés dans le sous embranchement des Sporozoaires. Leur 

cycle biologique est souvent complexe, pouvant faire alterner des phases de 

multiplication asexuée (par un processus de division multiple appelé schi- 

zogonie) et sexuee (par formation de gamètes et fécondation) (GRASSE, 1953). 
/ 

De ces multiplications sont issues de petites celfules généralement vermifor- 

mes dont le rôle est l'invasion d'un nouvel hôte ou la dissémination de 

l'infection à l'intérieur d'un organisme et qui sont désignées sous le terme 

général de zoktes (précédé-d'un préfixe précisant soit la position dans le 

cycle : sporozoïte, mérozoïte, soit le mode de formation : schizozo?te , 
endozoïte , soit encore une autre caractéristique : bradyzoite, hypnozoyte 
etc.. .). 

Le progrès des techniques d'investigation morphologique et en par- 

ticulier l'introduction de la microscopie électronique a entraîné la mise en 

évidence de la complexité structurale des zoïtes et de l'unité remarquable 

de leur organisation à travers le groupe (revue par E. PDRCHET et E. VIVIER, 

1970). C'est ainsi qu'une série de différenciations cytologiques ont été dé- 
(1 crites et retrouvées chez la plupart des zoïtes, organisées en un complexe 

apical'' (S. SENAUD, in N. D. LEVINE, 1970) suffisamment caracteristique pour - 

que certains auteurs veuillent le faire figurer dans le nom du sous embran- 

chement (Ap7:compZexG N. D. LEVTNE, 1970) à la place de la spore, forme de 

résistance moins universellement représentée au sein de ces Protozoaires. 

Le déroulement d'un cycle de Sporozoaire, comme celui de nombreux 

Protistes implique une succession de phases de différenciation qui sont au- 

tant d'illustrations des moyens développés par les êtres unicellulaires pour 

survivre et se multiplier. L'intérêt de ce groupe est renforcé par le para- 

sitisme obligatoire de ses représentants qui offre la possibilité d'étudier 

une interaction intime entre deux organismes. 

Outre cet aspect fondamental, le parasitisme vient donner un carac- 

tère indispensable aux investigations concernant ces Protozoaires : l'home 

et: les animaux domestiques sont en effet les hôtes de nombreux Sporozoaires 
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pouvant entraîner des affections graves dont la plus importante est le palu- 

disme qui affecte plus de deux cents millions d'hommes et est responsable 

d'au moins un million de décès chaque année. 

Le champ d'investigations ainsi ouvert est immense car, si les 

informations descriptives (cycles, cytologie photonique et électronique) 

accumulées depuis plus d'un siècle sont abondantes, nos connaissances des 

mécanisaes biologiques intervenant chez ces Protozoaires sont encore bien 

limitées. Leur caractère parasitaire, encore lui, est la cause majeure de 

cette ignorance : ils sont pendant la majeure partie de leur eyele cachés au 

sein d'un hôte, difficilement accessibles tant l'observation qu'à 

l'expériaentation. Cette caractéristique explique pourquoi les méthodes de 

développement, in vitrodes Sporozoaires, moyens privilégiés d'étude de la 

physiologie de ces organismes, suscitent un intérêt tout particulier. 

Comme nous l'avons signalé plus haut, l'élément du cycle le plus 

stable phylogénétiquement est le zoïte, ou stade infectieux. C'est également 

un point clé du développement, puisque de lui dépend l'installation (ou 

l'extension) de la parasitose. C'est enfin, si l'on s'intéresse à la diffé- 

renciation cellulaire, le but ultime de chaque phase du cycle, qu'elle soit 
" 

sexuée ou non. Comprendre la genèse et la physiologie du zoïte des Sporo- 
/- -. ' 

zoaires revêt donc une importance capitale, tant au plan de la biologie £on- 
/--"--- 
damentale qu'à celui de la thérapeutique antiparasitaire. 

L'objet de notre travail a été de participer à l'approfondisse~ent 

de cette compréhension, en nous limitant à un groupe : les Coccidioaorphes, 

qui ont pour caractéristique essentielle d'être pour la parasites 

intracellulaires, et au sein desquels se trouvent presque tous les agents 

des zoonoses ou maladies humaines dues aux Sporozoaires. 

Nous avons contribué à l'étude de la cytologie ultrastructurale 

des zoïtes et de leur genèse et cet aspect sera développé dans un premier 

chapitre.; il sera suivi de l'analyse cytologique d'un évènement capital de 

la biologie des zoïtes : l'invasion de la cellule hôte. 

Dans les chapitres suivants, nous relaterons les résultats obtenus 

sur la structure et la fonction de deux composants principaux de ces parasi- 

tes : pellicule et organites apicaux. Nous verrons que tous deux jouent pro- 

bableyent un rôle essentiel dans l'interaction zoïte cellule hô te  et que la 

compréhension de ce phénomène passera nécessairement par l'explication de 

leurs propriétés respectives. 





1 ,  MATER IELS B IOLK 1fl1ES 

Nous a170ns u t i l i s é  au  cours  de n o t r e  t r a v a i l  p l u s i e u r s  Coccidie- 

morphes dont  l a  p lupa r t  appar t iennent  aux Eimeridés.  Nous en  r appe l l e rons  

brièvement l e  cyc le  a f i n  de s i t u e r  l e s  phases e t  l e s  s t a d e s  q u i  o n t  é t é  

é t u d i é s .  

1 . 1 .1. MATERIELS UTILISES, RAPPEL DES CYCLES 

1 -1.1 .1 .  Genre Eimeria 

Nous avons t r a v a i l l é  pr inc ipa lement  s u r  t r o i s  e s ~ e c e s  

- Eirmria necatrix (JOKNSON, 1930) p a r a s i t e  du pou le t  

- Eimeria nieschuZzi (DIEBER, 1924 )  p a r a s i t e  du r a t  

- Eimeria bovis (ZUBLIN, 1908) p a r a s i t e  du boeuf.  

Les cyc les  de développement de ces  organismes s e  déroulen t  

dans l e s  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  de l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  de l ' h ô t e .  Un nom- 

b r e  déterminé de généra t ions  schizogoniques e s t  s u i v i  p a r  une phase sexuée 

q u i  pré lude  à l a  formation de l ' o o c y s t e ,  forme de r é s i s t a n c e  r e j e t é e  dans l e  

mi l i eu  ex te rne  e t  à l ' i n t é r i e u r  duquel s e  développent les s p o r o z o ~ t e s .  

Les cyc le s  r e s p e c t i f s  de c e s  p a r a s i t e s  s o n t  sch6.matis6s 

pages 7 e t  8 .  Nous avons u t i l i s é  : l a  seconcle schizogonie d'C.i:w~;a ngeczt?iz 

i n  ~5 '00 ,  l a  p r e z i è r e  schiqogonie d'Ei?n~ria bot65 u? z:itro, Ies bois prernièrcs 

génGrations dtEirreSa nissc.6t;Zzi i n  z$vo ( e t  l e s  deux ?remiÈ._res <n vuitro). 

1:1.1.2. Genre Sarcocyst<s 

Xous avons u t i l i s é  Smcocystis tonoZZa (MOTULE, 1818) .  

Le cyc le  des Sarcospcr id ies  n ' a  é t é  é luc idé  que très r é c e m e n t  (RO?QiI:L ct; 

a%, 1972) et: c e r t e  découverte a quelque peu bouleversé  l a  nomenclature de 

ce genre e t  du genre Isospo~~a dont on s ' e s t  aperçu  que c e r t a i n e s  espèces 

n ' c t a i e n t  que des  phases du c y c l e ,  p lus  contplexe, de SarcocystidGs. C ' e s t  

a i n s i  que pour l t e s ? è c e  que nous avons é t u d i é  a é t é  proposé l e  nom d e  

Sarcoc?yst":s ov i f e l i s  (HEYDORV e t  a?, 1975), qu i  recouvre l e s  ancietines 

espèces S ~ c o c y s t i s  teneZZa e t  I sos~ora  bigenina (iR3hTKEL et cZ, 1979) .  

La p ropos i t i on  n 'ayant  pas encore 6 t é  acceptée  par  l e s  i n s t ances  i n t e rna -  

t i o n a l e s  coml>Gtentes, nous ne pourrons l ' u t i l i s e r ,  mais s e u l  ce  vocable 



Cycle dsEimeria necatritc 

Spz : sporozoite ; Sch 1, 2, 3 : schizonte 1, 2, 3 g % o trophozslte ; 

mz 1, 2, 3 : mérozoEte 1, 2, 3 ; MG : microgarnétocyte ; ?IG : macrogamète ; 

O : oocyste. 

A : schizogonie 1 et 2 (Jejunum) 

B : schizogonie 3 et gamétogenèse (Coecum) 

C : sporulation. 





A, Cycle de Sarcocystis teneZZa (ovifeZisl (modifié dfaprès 

H. PEHLIIORN et al, 1979) 

B ,  Cycle dtE2meria nieschuZzi (d'après LEVINE et IVENS, 1965) 

1 à 14,: schizogonies 1 ,  2, 3. 

15 à 21 : gamGtogenèse 

22 à 23 : sporulation 

C, Cycle de !Foxoplasma gmdii(d1aprSs J. FFtENUL, 1974) 

B, Cycle de PZasmodium sp .  (d1apr2s LANDAU et BOULARD, 1973) 

1 à 5 : gamétogenèse et fécondation 3 moustique 6 a 12 : sporogen2se 

12 à 16 : schizogonies exoérythrocytaire 
vertébré 

1s % 22 : schizogonies érythrocytaires et gamétocytogenèse 





ce rne  exactement l ' e spèce  qu i  nous concerne. Le c y c l e  de Sarcocystis teneZZa 

(ozCfeZis) e s t  r ep rodu i t  à l a  page 8 . Nous avons u t i l i s é  des  bradvzoï tes  

des  k y s t e s  de l a  muqueuse oesophagienne du mouton. 

1.1.1.3. Genre TozopZasma 

Le cyc le  de ce Sporozoairc  n ' a  l u i  a u s s i  étG é luc idé  que 

récemment (IiUTCI.IIBSON e t  al, 1965). La s i t u a t i o n  e s t  heureusement moins com- 

p lexe  que pour Surcocystris c a r  une s e u l e  espzce (ToxopZcsma gond2i, NICOLLE 

e t  YfCEAUX,  1901) a  é té  reconnue dans ce genre q u i  peu t  p a r a s i t e r  un grand 

nombre de ve r t éb ré s  homécthermes. Le c y c l e  e s t  hétéroxène e t  comporte une 

l a r g e  p a l e t t e  de s t ades  de m u l t i p l i c a t i o n  asexuée dont  c e r t a i n s  son t  proba- 

blement f a c o l t a t i f s ,  e t  une phase sexuée q u i  ne peut s e  dé rou le r  que dans 

l ' i n t e s t i n  d e s  Fé l idés .  Ce cycle e s t  schématisé  page 8 . Nous avons u t i -  

l i s é  les tachyzoï t e s ,  forme de m u l t i p l i c a t i o n  asexuée i n d é f i n i e .  

Genre PZasmod~m 

Nous avons r é a l i s é  quelques obse rva t ions  s u r  l e  spo rozo ï t e  

de PZasmod-Lm yoeZii niyiyter,s<s (KILLICK KENDRICK, 1973) p a r a s i t e  d'un ron- 

geur  a f r i c a i n  (Thmomjs rutiZms) e t  d'un Anophélidé, e t  adapté s u r  s o u r i s  

dans les condi t ions  de  l a b o r a t o i r e .  Le  . c y c l e  des  glasmo&wn est r appe lé  

page 8 . 

1 . 1 . 2 .  OBTENTION ET ENTRETIEN DES PAUSITE S 

Ces cockid ies  son t  en t r e t enues  s u r  l e u r  hôte n a t u r e l  ; 

e l l e s  sont  conservées sous , l a  forme d 'oocys tes  s p o r u l é s ,  q u i  r e s t e n t  in fec-  

t i e u x  jusqu 'à  p l u s i e u r s  années à + 4 ' ~ .  

La souche a  é t é  obtenue auprès  d u  

Docteur P. DORE (Labora to i re  de P a r a s i t o l o g i e  Av ia i r e ,  INRA, 37 NOUZILLY).  

E l l e  e s t  passée s u r  pou le t s  de 2 mois envi ron  p a r  i n f e c t i o n  3 0  os avec 

50 000 oocystes  sporu lés .  



Les coeca sont prélevés 7 jours plus tard et leur contenu suspendu 

dans une solution de bichromate de potassium à 2 2 .  

E. bozlis. Les oocystes ont été fournis par les docteurs f l .  L. E-IATS 

et S. B. JENSEN (Utah State University). Ils sont utilisés pour infester Fer 
6 os des veaux de 2 mois environ, à raison de 3.10 oocystes sporulés par ani- 

mal. Les fèces sont ensuite collectées du 17e au 25e jour après infestation 

et suspendues dans le bichromate. 

E .  ~ieschu t z ; .  La souche (issue du Landers isolate de W. C. FARQUART, 

1966) nous a été fournie par 3 .  L. MHRT (University of Edmonton). Des rats 

de 200 à 300 g sont infestés par 500 000 oocystes et les fèces coliectées du 

7e au 9e jour pour être suspendues dans le bichromate. 

Les oocystes sont recueillis à l'état asporulé chez 

les EZrngria. Ils requièrent une exposition à un milieu richement oxygéné pour 

subir la sPortilation qui mène à la formation des sporozo?tes infectieux. 

La suspension fécale dans le bichromate, après avoir 

été homogéné-isée par brassage mécaniqae est ainsi filtré-e à travers un tamis 

à maille large (0,75 mn), puis plus fine (0,3 mm) pour en éliminer les gros 

débris. Une centrifugation à 300 pendant 10 mi~utes concentre les oocys- ax 
tes dans un culot qui est resuspendu dans le bichromate de potassium 2 X. La 

suspension est agitée et aérée par un courant d'air comprimé pendant 72 heures 

à la température du laboratoire. 
, 

Lorsque la sporulation est teminée, la suspension 

contenant les oocystes est centrifugée à 500 ha pendant 10 minutes et 3.e 

culot lavé par deux centrifugations en eau distillée dans les mêmes condi- 

tions. Il est ensuite resuspendu dans une solution de Saccharose 1,15 M 

(Solution de SEATHER : 550 g de saccharose, 6,4 g de 'h/cnof pour 340 ml 

d'eau distillée, utilisée diluée de moitié), de densite voisine de 1,15, à 

raisoa de 10 ml environ de culot pour 100 ni1 de mélange. La susnension obte- 

nue est ensuite centrifugde à 650 cr pendant 15 minutes. Les oocystes "max 
sporulés flottent dans ce milieu et sont ainsi rassemblés à la surface du 

liquide. Ils sont recueillis par aspiration et lavés par centrjfugation dans 

l'eau distillge. Pour la conservation à + 4 * ~ ,  ils sont alors resusyendus 

dans le bichromate de potassium 2 %. Ils peuvent aussi être inmédiatenient 

stérilisés par l'hypochlorite de Sodium (voir 1.2.1.1.1.). 



1.1 .2 .2 .  Sarcocystis 

Les kystes intramusculaires de Sarcocystis teneZ2a 

(ovifeZis) ont été obtenus à partir d'oesophages de mouton coflectés dans 

les abattoirs de Lille, Douai, Bailleul (Nord). Les kystes sont exrraits 

du tissu p2r dissection et ccnservés dans une solution saline (PRS, DULEECCO 

et VOIGT, 1953, additionnée de 50 rinitEs de PGnicilljiie et 50pa de Strepto- 

mycine par ml) à 4" C. Ils peuvent ainsi être stockés plus d'une quinzaine 

de jours sans oltgration notable de la viabilité des bradyzoltes qu'ils ren- 

ferment . 

Les Toxoplâsmes ont été obtenus aupres du Laboratoire 

d'Immunologie et Parasitologie, U 167 INSERM (Prof. A. CAPRON) sous la 

forme de tachyzoïtss de la souche RH infestant une tumeur d'ascite (TS 180) 

implantée dans des souris Swiss. Le contenu de l'ascite est przlevé par in- 

jection int-rapériton<.ale de 5 ml de milieu de culture (MEX EAGLE, 1959) et 

aspiration immédiate de la suspension. 

Les noustiques contaminés et porteurs d'oocystes de 

PZasmodium yoeZii n igcriensis  nous ont é t é  fournis par P. 14AUICOIS (Imunolo- 

gie Parasitaire et Fo~pique, U 42 INSERM, Prof. J. EXGUET) et R. E. SINDEN 

(Imperia1 College fiéld Station, Ascot, G. B.). 



1 .2.1. ISOLEtCJ7NT ET P U R I P I C A T I O N  DES ZOTTES 

1 . 2 . 1 . 1 .  sporozol  t e s  d  'E6n~r2a 

Les sporozoï tes  s o n t  obtenus à p a r t i r  des  oocystes  spo- 

r u l é s  par  broyage mécanique p u i s  e x c y s t a t i o n  enzymatique s e l o n  des techniques 

désormais c l a s s i q u e s ,  progressivement mises  au p o i n t  e n t r e  1 9 6 0  e t  1970 pa r  

p l t ~ s i e u r s  l a b o r a t o i r e s  (vo i r  D. J. DORkrJ, 1973). Nous d é t a i l l e r o n s  i c i  l a  

méthode que nous avons développée pour $in:ercia niesclzulzi - - . 

1.2.1.1.1. S&i5~61i-stion des  o o c p s t ~ g  

Les oocystes  spo ru lé s  s o n t  s t 8 r i l i s é s  par  l 'hypo- 

c h l o r i t e  de sodium commercial à 5,25 % (Chlorox, P roc to r  P. Gamble, équiva- 

l e n t  à 24' ch loro t imét r iques  f r a n ç a i s ,  c ' es t -à -d i re  eau de J a v e l  commerciale 

concentrée d i l u é e  au demi) pendant 15 minutes  à l a  température dti l a b o r a t o i r e .  

La d e n s i t é  d e  c e t t e  s o l u t i o n  e n t r a î n e  l a  f l o t t a i s o n  des oocys tes .  Après cen-- 

t r i f u g a t i o n  B 650 $iax $0 n inu teç ,  ceux-ci forment un v o i l e  en s m f  ace ,  q u i  

est  r e c u e i l l i  pa r  a s p i r a t i o n  e t  d i s p e r s é  dans l a  s o l u t i o n  s a l i n e  s t é r i l e .  

La suspension d 'oocys tes  est lavée  pa r  c e n t r i f u g a t i o n s  r é p é t é e s  jusqu'à ce 

que l a  s o l u t i o n  s a l i n e  ne s o i t  p lus  décolorée  (généralement 4 f o i s ) .  

Ces manipulat ions s o n t  r é a l i s Q e s  s t é r i l e m e n t ,  de  

même que c e l l e s  q u i  su ivent ,  quand l e s  spo rozo ï t e s  son t  préparés  pour l a  cul- 

t u r e  i n  uitro. A l a  f i n  de c e t t e  é t ape ,  l e s  oocys tes  s o n t  t r è s  hautement 

p u r i f i é s  ; généralement aucun contaminant: n ' e s t  d é t e c t a b l e  à l ' o b s e r v a t i o n  

au microscope photonique. 

Les oocystes  s o n t  suspendus dans l a  s o l u t i o n  s a l i n e  
7 A de PUCR ( 1  957) à r a i s o n  de I O  / m l .  I l s  s o n t  incubés à 37' C pendant 30 minu- 

t e s .  C e t t e  é t ape  correspond s u  t r a i t emen t  par  l e  CO2 en m i l i e u  r éduc teu r  in- 

t r o d u i t  par  JACKSON (1962) pour l e s  Coccidies  des  herb ivores .  Chez ,?. c<eccahuZ- 

z?:, l ' é l é v a t i o n  momentanée de l a  température s u f f l t  a f r a g i l i s e r  l a  coquc. d e  

l ' oocys t e  e t  à opt imiser  l e  rendement du broyage. 



La suspension e s t  e n s u i t e  homogénéisée dans un 

broyeur  de POTTI7R. Une quinzaine d ' a l l c r s e t  r e t o u r  à envi ron  1 500 rpm 

s o n t  généralement s u f f i s a n t s  pour o u v r i r  p l u s  de  90 % des  oocys tes  sporu- 

l é s  e t  l i b é r e r  l e s  sporocpstes .  

Ces d e r n i e r s  soiit rassemblés pa r  c e n t r i f u g a t i o n  à 

500 gmax pendant 5 n inu te s  e t  suspendus dans le  m i l i e u  d ' excys t a t ion  dont 
. 

l a  composition e s t  l a  su ivante  : 

- Trypsine (1 : 250, Difco)  8,25 g ; 

- Taurocholate de Sodium ( N . B . C , )  0,?5 g ; 

- Solu t ion  s a l i n e  A (PUCK) pH 7,6, q.ç. 100 m l .  

Une ir!cubation de 10 minutes à 39' C e s t  n é c e s s a i r e  

pour o b t e n i r  La l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  s p o r o z o ~ t e s .  La suspensLon e s t  

a l o r s  c e n t r i f u g é e  à 500 gm 5 minutes e t  l e  c u l o t  resuspenciu dans l e  Ringer 
ax 

pour ê t r e  puri.fi.6. 

1.2.1 .1 .4 .  o u r i £  icgt_&ori sur f i b r e s  

La suspension obtenue 2 Ea f i n  de l ' é t a p e  précédente 

c o n t i e n t ,  e n  p l u s  des  sporozoï tes ,  l e s  coques dqoocyçtes ,  de  sporocps tes  

a i n s i  que quelques oocystes  non spo ru lé s  e t  des  d e b r i s  cytoplasmiques i s s u s  

du rés iduun de l ' oocys t e .  Ces débris s o n t  de  p e t i t e  t a i l l e  e t  f ac i l emen t  sé- 

parés  par  c e n t r i f u g a t i o n  d i f f 6 r e n t i e l l e .  Les coques sont  é l iminées  p a r  f i l t r a -  

t i o n  : WAGENBACH (1969) developpa c e t t e  technique avec des  b i l l e s  de v e r r e  ; 

M. FONTEXPS e t  P. YVORE (1974) l ' o n t  ameliorée e n  u t i l i s a n t  des  f i b r e s  de 

nylon habi tue l lement  employées pour dé leucocyter  1 e sang (Leilcopak F i l  t e r ,  

Traveaol) .  Nous avons adapté c e t t e  méthode à n o t r e  m a t é r i e l .  

Un g r a m 3  de f i b r e s  est t a s s é  de  façon homogène 

dans une colonne de v e r r e  de diamètre  i n t é r i e u r  1 cm, s u r  une hauteur  dz 1 cm. 

La colonne e s t  e n s u i t e  é q u i l i b r é e  dans l e  Tris-Rineer pH 8 ( f o r c e  ionique 

0,22 , WAGENBACH, 1969) p a r  passage d 'au  moins 25 m l  de  T w o n  ; 5 m l  de 
8 

suspension de s p o r o z o ~ t e s  à p r i f i e r  ( jusqu 'à  IO /ml) s o n t  v e r s é s  s u r  l a  

colonne qu'on l a i s s e  couler  à 1 à 2 g o u t t e s  p a r  seconde. 



Quand l a  suspension e s t  e n t r é e  dans l e s  f i b r e s ,  du 

Ringer e s t  a j o u t e  pour é l u e r  ].es p a r a s i t e s .  Les 20 premiers  m l  su ivan t  

l ' a r r i v é e  des z o l t e s  à l a  s o r t i e  de l a  colonne s o n t  c o l l e c t é s .  La p u r i f i c a t i o n  

e s t  génlralement e x c e l l e n t e ,  en levant  l a  t o t a l i t é  des  oocys tes  e t  des  co- 

ques d 'oocyçtes  ; seu le s  peuvent contaminer l a  p répa ra t ion  quelques coqiies de 

sporocys tes .  Le rendement de l ' o p é r a t i o n  peu t  v a r i e r  de 60 à 93 Z, mais svoi-  

s i n e  genéralement 80 2 .  

Selon l e s  ca s ,  l e s  s p o r o z o ~ t e s ,  ap rè s  c e n t r i f u g a t i c n  

à 500 goiax 5', son t  resuspendus dans un m i l i e u  de  c u l t u r e  ou dans une 

s o l u t i o n  s a l i n e .  11s peuvent Gventuellcment ê t r e  eonsew6s  a i n s i  quelques 

jou r s  à + 4' C ,  mais l e u r  v i a b i l i t é  d é c r o î t  a lors  progressivement.  Il e s t  

p o s s i b l e  de conserver  l e s  sporozoï tes  pa r  congélz t ion  dans l ' a z o t e  l i q u i d e  

CD. S. DOWLN e t  J. M. VETTERLMG, 1968) mis c e t t e  méthode e n t r a î n e  une mor- 

t a l i t 6  importante (30 à 50 2) e t  nous l ' avons  peu u t i l i s é e .  

1.2.1.2. ~ é r o z o ï  t e s  d'E<meria 

Les nérozoï  t e s  III ( s e l o n  ROUDABUSH, 1937) drEimY.in 

ndeschztzi s o n t  pré levés  dans l ' i n t e s t i n  de r a t  110 à 112 heures  ap rè s  i n f e s -  

t a t i o n ,  l ' é t u d e  p rSa lab le  des. rendements e n t r e  4 e t  5 jours  ayant  montré q u ' i l  

s ' a g i s s a i t  de I'optimum. 
6 

t e s  r a t s  d e  200 à 300 g s o n t  i n f e s t g s  p a r  2.10 oocgs tes  

spor i i l f s .  I l s  s o n t  t üés  110- 112 h p lus  t a r d ,  aprgs  un jeûne de 24 heures, 

par  d i s l o c a t i o n  des v e r t è b r e s  ce rv i ca l e s .  L ' i n t e s t i n  g r ê l e  est m g l e v é  e t  

s e u l  l e  t i e r s  niédian est  conservé (envi ron  40 cm). La IumiZre est l avée  pa r  

passage de I O  m l  de PBS à 4' C, de façon à éliminer: l e s  d5br i s  r e s t a n u e t  l a  

majeure p a r t i e  des  f l a g e l l é s  i n t e s t i n a u x  dont  l a  t a i l l e  e s t  v o i s i n e  d e  c e l l e  

des  mérozoï tes .  Ces d e r n i e r s  Gtant p l u t ô t  s i t u é s  dàns l e s  i n t e r v i l l o s i t é s  

s o n t  peu e n t r a î n é s  par  l e  lavage.  L'organe est e n s u i t e  i n c i s é  I s i rg i tud ina le-  

ment, é t a l é  s u r  une su r f ace  p lane  e t  l a  muqueuse e s t  r a c l é e  à l ' a i l e  d'un 

s c a l p e l .  La purée de t i s s u s  a i r i s i  obtenue est irmn6diatement suspendue dans 

10 volumes de PBS à   OC, e t  r éun ie  à c e l l e  provenant  des a u t r e s  r a t s .  

La suspension e s t  e n s u i t e  homog5néisée à l ' a p p a r e i l  de 

POTTER (5 a l l e r s - r e t o u r  manuels) aEIi1 d ' o u v r i r  les scl i izontes  submatures e t  

d ' é c l a t e r  l e  p l u s  poss ib l e  de  c e l l u l e s  i n t e s t i n a l e s  encore i n t a c t e s .  La sus- 

pension e s t  f i l t r é e  s u r  4 épa i s seu r s  de gaze c h i r u r g i c 2 l e .  E l l c  e s t  e n s u i t e  

contrif11gi.e à 650 gnlax pendant 10 minutes .  Les c u l o t s  sont  repris dans un  

.volume de P R Ç  égal zu volune de dépar t  e t  l 'homogénéisat ion,  i n  E i l t r a t i  on 

s u r  gaze e t  l a  c e n t r i f u g a t i o n  sont  r é p é t é e s  dans l e s  nkêmes co i i r l i . t io~~s ,  Lct 



c u l o t  e s t  resuspendu dans ic. tampon de fract iocnement  cellulaire à l a  con- 
8 

c e n t r a t i o n  d e  10 organismes par  m l .  T l  sVag i . t  a l o r s  d 'une  prépararion qua- 

siment pure de ni6rozo;tes de g r ~ n d e  t a i l l e  (20 2 25/u de  lony) ,  où p e r s i s t e n t  

quelqucs c e l l u l e s  i n t e s t i n a l e s  e t  l e s  membranes de ces  ce l . lu les  ( s u r t o u t  des  

bordures  en brosse)  ailrsi que quelques f l a g e l l é s  e t  k i h a t i e s ,  Le rende- 
8 8 ment f i n a l  v a r i e  e n t r e  2 e t  f i .  10 mérozo?tes p a r  r a t  (en moyenne 3.10 ) . 

.* 
La msme methode a Ztf appl iquée à l ' i so l emen t  de  rn6roko~- 

tes de 2e géngra t ion  dlE<m@ria neca t r ix .  Des pauss ins  de 10 jou r s  o n t  6té 

i n f  es t C s  chacun par  2.10' oocys t e s  spo ru la s  d lEimer in  n c c a t r i x  (souche t r ans -  

mise dans ce cas  Far J. B. YILLkRn, Hoüghtan Poultry Research S t a t i o n ,  Grende 

Bretagne) .  S a c r i f i é s  102 Iirures p l u s  t a r d ,  i i s  on t  p r o d u i t  envi ron  10' oéro-  

zoTtes chacun. La contirmi.nation Far  des  hématies et  des  clCliris c e l l u l a i r e s  

é t a i t  p l u s  importante que pour E. n ieschuzz i .  

\ 

Les kys t e s  oesophagiens s o n t  suspendus dans une s o l u t i o n  

de  t r y p s i n e  (Difco, 1 : 250) à 0,25 % en PBS. 11s s o n t  é c l n t é s  par  a s p i r a t i o n  

f o r c é e  dans une ser ingue  sans  a i g u i l l e .  L a  suspension e n s u i t e  in.cubSe d i x  

minutes  à 37' 6, puis  f i l t r é e  sur qua t r e  épa i s seu r s  de gaze ch i rurg ica le .  (on 

é l imine  a i n s i  les enveloppes kys t iques )  e t  l e  f i l t r a t  c e n t r i f u g é  S 500 g n ~ x  

pendant 5 mi.nutes, L e  c u l o t  e s t  r e l s v é  deux f o i s  dans l e  PES,puis une FOLS 

dens l e  mi l i eu  de f rdc%ionr ie~enr  c e l l u l a i r e  dans l e q u e l  il e s t  ensi l i te  resus- 
8 

pendu à r a i s o n  de 10 organiszes  par  ml.La scsyens ion  obtenue e s t  cons t i tcGe 

exclus-ivemen t de bradyzoï tes de  Sarco.r?yatio 

Les soi l r fs  i n f e s t é e s  s o n t  t uees  p a r  d i s loca t i -on  des 

v e r t è b r e s  c e r v i c a l e s ,  l a  peau du ven t r e  i n c i s e e  e t  5 m l  de NEF i n j e c t g s  dans 

la c a v i t é  ahdcmiiiale. Le l i q u i d e  e s t  a u s s i t o t  r é a s p i r é  dans 1;i s e r i ~ g r i e  ; u ~ i  

second lavage ;7ar 3 m l  de PB13 e s t  ensuite pra t iqug .  

La suç?eiision de. Toxoplasm~s a i p s i  ohtevue peu t  con- 
8 9 

t e n i r  p l u s  de 10 tnchyzo"ltes par  m l  (jusqu'c? 13 par  so t i r i s ) .  E l l e  e s t  ~ i ü s  

ou moins c o ~ ~ t a m i n é e  p x r  des  c ~ l l i l l e s  d ' a s c i t e  e t  des  h5ciatio.ç. Ne sont  retc*- 
" 

nus  que l e s  lavages r e n f c m a n t  mcins de 1 c e l l u l e  pour 10i z o ï t t s ,  ce qui -st 

f r équen t  chez les s o u r i s  agonisantes  oii l es  loxop1nsmc:s o n t  i y z 6  t o u t e  1:) po- 



p u l a t i o n  c e l l u l a i r e  p é r i t o n é a l e  ( indigène e t  implantée) .  La suspension de 

z o l t e s  e s t  l avée  t r o i s  f o i s  par  c e n t r i f u g a t i o n  à 600 g pendant 10 minutes 
max 

dans l e  mi l i eu  de fract ionnement  c e l l u l a i r e .  La suspension f i n a l e  e s t  a j u s t é e  
8 

à 2.10 za ï t e s /ml .  E l l e  c o n t i e n t  a l o r s  en  moyenne également 106 c e l l u l e s  e t  
6 

4.10 hématies.  

Isolement  2 p a r t i r  d e  c e l l u l e s  en  c u l t u r e  1 -2.1 - 4  * 2 *  ........................................ 

Pour c e r t a i n e s  expér iences  (marquage r a d i o a c t i f )  

nous avons i s o l é  l e s  t achyzo ï t e s  développés in dtm, s u r  c e l l u l e s  Hela. 
2 

Une b o î t e  de 75 cm de c e l l u l e s  Hela con f luen te s  

est i n f e s t é e  par  1o8 tachyzoï tes  d ' a s c i t e .  24 à 30 heures  p lus  t a r d ,  l a  plu- 

p a r t  des  c e l l u l e s  remplies  de z o ï t e s  s o n t  é c l a t é e s  ou s u r  l e  p o i n t  de l ' ê t r e .  

Le fond de l a  b o î t e  e s t  a l o r s  r a c l é  avec un g r a t t o i r  de caoutchouc, dans l e  

m i l i e u  de c u l t u r e  e t  l a  suspension obtenue (qui  renferme 3 à 4 . 1 0 ~  z o ï t e s ) ,  

est  e n s u i t e  f i l t r é e  s u r  f i b r e s  de v e r r e  s e l o n  l a  technique de B. G. GR'LMWOOD 

e t  a2 (1979) .  L ' é l u a t  e s t  c e n t r i f u g é  à 600 gmax 10 minutes e t  l a v é  une f o i s  ,. 
6 

e n  PBS. On o b t i e n t  a i n s i  envi ron  2.10 tachyzoï  t e s  purs  à l ' o b s e r v a t i o n  mi- 
9 

croscopique,  par  b o î t e  de 75 cm". 

1.2.2. CULTURES CELLULAIRES 

Les manipulat ions i n  vitro des  z o ï t e s  (péné t r a t ions  e t  dévelop- 

pement) on t  r equ i s  l ' u t i l i s a t i o n  de c u l t u r e s  de  r e l l u l e s  e t  des  techniques  

c l a s s i q u e s  s ' y  r appor t an t .  

1.2.2.1. C e l l u l e s  u t i l i s é e s  

Nous avons d'une p a r t  r é a l i s é  des  c u l t u r e s  p r ima i r e s  à 

p a r t i r  d'embryons ou d'organes e t  d ' a u t r e  p a r t  en t r e t enu  des  l i g n é e s  obtenues 

auprès  d ' a u t r e s  l a b o r a t o i r e s  ou développées p a r  nous-mêmes. 

Les r é s u l t a t s  r appor t é s  dans ce Mémoire ont  é t é  acquis  

s u r  l i gnées  cont inues  : c e l l u l e s  Hela (cancer  u t é r i n  humain), BHK ( r e i n  de  

Hamster) obtenues auprès  de 1 ' U  102 INSERM (Viro logie ,  L i l l e ) ,  3T3 ( f i b r o -  

b l a s t e  murin) obtenues auprès  de l ' I n s t i t u t  de Recherches s u r  l e  Cancer de 

L i l l e ,  MDBK (MADXN DARBY Bovine Kidney) , EBTr (Embryonic bovine t r achea )  

' i s s u e s  de 1'American type. c u l t u r e  c o l l e c t i o n .  



1.2.2.2. Techniques de c u l t u r e  

Toutes l e s  manipulat ions s o n t  e f f e c t u é e s  s t é r i l e m e n t ,  

s o i t  à l a  flamme d 'un  bec bunsen, s o i t  en  s a l l e  s t é r i l e ,  s o i t  e n  h o t t e  à 

f l u x  lamina i re .  Les m a t é r i e l s  u t i l i s é s  s o n t  s t é r i l i s é s  à l a  cha l eu r  sèche 

(1 heure à 160' C) ou à l ' au toc l ave  (20 minutes à 120' C) . Les mi l i eux  

s o n t  s e l o n  l e s  ca s  au toc lavés  ou s t é r i l i s é s  par  u l t r a f i l t r a t i o n .  

1.2.2.2,1. Eg tyg t i en  des c e l l u l e s  

Lorsque l a  popu la t ion  c e l l u l a i r e  s a t u r e  l e  fond du 

r é c i p i e n t  (nous avons u t i l i s é  des c e l l u l e s  adhérentes  s e  développant en  mono- 

couches),  e l l e  e s t  déco l l ée  e t  r é p a r t i e  e n  r é c i p i e n t s  f i l s .  Ce t t e  opé ra t ion  

r e q u i e r t  l ' . u t i l i s a t i o n  d 'un mélange Trypsine (Difco 1 : 250, 0,5 %) - 
EDTA (0,2 2) en  s o l u t i o n  s a l i n e  de PUCK, q u i  e s t  mis e n  c o n t a c t  avec l e s  ce l -  

l u l e s  pendant deux minutes à 37" C. Le l i q u i d e  e s t  e n s u i t e  décanté ,  les cel-  

l u l e s  détachées par  choc mécanique e t  r e p r i s e s  dans le  m i l i e u  de  c u l t u r e ,  

comptées à l 'hématimètre  e t  r é p a r t i e s .  Le m i l i e u  u t i l i s é  a généralement é t é  

l e  M!2M (EAGLE, 1959) addi t ionné  de 10 % de sérum de veau. Divers  types  d e  

r é c i p i e n t s  on t  é t é  employés : f lacons  v e r r e  ou polys tyrène ,  b o î t e s  de  ~ é t r i ,  
tubes  de Leighton, mult iplaques.  Dans l e  cas  de r é c i p i e n t s  ouve r t s ,  'ta mé- 

thode de TMGER-JENSEN (candle j a r ,  1977 ) a é t é  u t i l i s é e ,  à d é f a u t  

d '  incubateür  à CO2. 

1.2.2.2.2. Cryopréservat ion 

Les l i gnées  c e l l u l a i r e s  on t  é t é  conservées dans 

l ' a z o t e  l i q u i d e .  Les c e l l u l e s  son t  d é c o l l é e s ,  cen t r i fugées  e t  r e ~ r i s e s  dans 

10 volumes de m i l i e u  de c u l t u r e  add i t i onné  de 10 % de Dimethylsulfoxyde. 

Ce t t e  suspension e s t  r é p a r t i e  par  1 m l  dans des  c ryu le s  de  v e r r e  ( s c e l l é e s  

à l a  flamme) ou de  polypropylène. Les c r y u l e s  s o n t  amenées progressivement 

à - 1 9 6 ' ~  au moyen d'un d i s p o s i t i f  de congé la t ion  BIOGEL (AIR LIQUIDE). 

E l l e s  s o n t  e n s u i t e  s tockées dans l ' a z o t e  l i q u i d e .  

La décongéla t ion  e s t  opérée pa r  immersion de l a  ' 

c ryu le  dans un bain-marie  à 37' C, ouver ture  e t  d i l u t i o n  du contenu dans l e  

mi l i eu  de c u l t u r e  pu i s  ensemencement des  b o î t e s .  



1.2.2 - 2 . 3 .  CgIdg;e des Cgcmbisg 

Les zoites préparés stérilement sont suspendus dans 

le milieu de culture des cellules et la suspension introduite dans les réci- 

pients de culture. Après un temps de contact variable (6 à 24 h.), le milieu 

est renouvelé pour éliminer les débris et parasites non pénétrés 

Dans le cas de l'étude de la pénétration, la suspen- 

sion est introduite sur les cellules à 9  OC, et le récipient est stocké 
20 minutes à cette température pour permettre aux zoïtes de sédimenter sur 

les cellules. Il est ensuite transporté sans heurts sur le microscope inversé 

muni d'une enceinte thermostatée à 37O C. Cette méthode développée par JENSEN 

et HATlMOND (1975) pour les Coccidies permet un enrichissement considérable en 

stades de pénétration lors d'une fixation dans les minutes qui suivent le ré- 

chauffement. 

1 . 2 . 3 .  MICROSCOPIE PHOTOKIOüE 

Les observations sur le vivant ont été réalisées en contraste 

de phase ou en contraste interférentiel sur microscopes Nachet 200, Leitz 

Diavert, Zeiss Photomicroscope Ilmunis d'enceintes thermos tatées à 37' C. 

Les observations en fluorescence ont été réalisées sur micros- 

cope Leitz Orthoplan muni d'un dispositif d'épifluorescence et enregistrées 

sur film Kodak Ektachrome 200.  

1.2.4.  MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

1.2.4.1, Techniques classiques de préparation 

Nous avons le plus souvent utilisé le glutaraldéhyde 

à 2,5 % (v/v) dans le tanpon phosphate de sodium 0,l M pH 7,4 ou cacodvlate 

de sodium 0 , l  M pH 7,4 pendant 2 heures à la température du laboratoire, suivi 



d'un lavage dans le tampon et d'une postfixation par le tétroxyde d'osmium 

à 2 % (plv) dans le même tampon. 

1.2.4.1.2. ~éshycl~~g3&ign et inclusion 

Les pièces sont ensuite rincées au tampon et déshy- 

dratées par une série croissante d'alcools avec imprégnation pendant 20 minu- 

tes par l'acétate d'uranyle à 0,5 % (p/v) dans l'éthanol 78'. L'éthanol abso- 

lu est suivi par l'oxyde de propylène sauf dans le cas d'inclusion .in situ 

de couches monocellulaires développées sur polystyrène. Dans ce cas, nous 

avons d'abord utilisé le passage à l'hydroxypropylméthacrylate (BRINKLEY 

et aZ, 1967), mais cette méthode s'est avérée inutile, le passage direct 

alcool absolu-Epon donnant d'excellents résultats. Les inclusions ont été 

réalisées le plus souvent en Epon. 

Les coupes ont été réalisées sur ultra microtomes 

Porter-Blum MT1, MT2, MT2B, et sur Reichert OMU 2 au moyen de couteaux de 

verre ou de diamant (Leitz, Du Pont ou Diatome). 

Les coupes semi-fines ont été colorées par le bleu 

azur B, les coupes fines contrastées par la double coloration acétate 

d'uranyle 2 % dans l'éthanol 50 % - citrate de plomb. 

Cas ~articulier des cultures incluses i n  situ 1 * 2 * 4 * 1 * 4 -  ---- .................................... 

Dans le cas des cultures cellulaires, nous avons le 

plus souvent inclus les monocouches in situ,décollé le support après inclu- 

sion, et sélectionné les cellules, parasites ou aires intéressantes par mi- 

croscopie photonique à contraste de phase. Ces régions ont été découpées, 

recollées sur support et directement coupées en sections ultrafines, 

l'épaisseur du matériel (environ 5p) n 'autorisant pas la réalisation de 

coupes semi-f ines. 



Les matériels destinés à cette étude one été fixés par 

le glutaraldéhyde à 2,5 % (v/v) en Tampon cacodylate 0,1 M pH 7,4, rincés 

dans le tampon puis imprégnés par le glycérol à 30 2 (v/v). 

Congelés dans l'azote fondant (préparé par dépressuri- 

sation d'azote liquide) après installation sur des supports en or, les échan- 

tillons sont fracturés sous vide ( 1 0 ~ ~  Torr) à - 150'~ et immédiatement om- 
brés SOUS un angle de 30' par évaporation de platine-cafiane et la réplique 

recouverte de carbone dans une unité de cryofracture Balzers BAI? 380. 

L'épaisseur des dépôts est d'environ 2 nm pour le Pt-C et 20 nm pour le car- 
Q 

bone support. 

Les répliques obtenues sont ramenées à la température 

ambiante, lavées par l'hypochlorite de sodium, rincées à l'eau et recueillies 

sur grilles de cuivre pour être observées. 

Certaines répliques ont été obtenues par ombrage rotatif 

de la préparation lors de I1évaooration du mélange Ft-C. - 

1.2.4.3. Observation, Exploitation des résultats. 

Les observations ont été réalisées sur microscopeskiectro- 

niques Siemens Elmiskop 1 A, Zeiss EM 9, Hitachi HS7S, HUIIE, Kei12. Les nu- 

mérations de particules sur clichés ont été pratiquées d'abord manuellement 

au moyen d'un quadrillage, puis avec un dispositif d'analyse d'image MO? 

(Kontron) . 

1 .2.5. FRACTIONNEMENT CELLULAIRE 

1.2.5.1. Homogénéisation 

Divers procédés ont été expérimentés pour tenter d'éclater 

les zoïtes en respectant l'intégrité des organites. Ce sont : 

- l'hornogénéiseur de POTTER ELVEGHEM ; 
- le broyeur de DOUNCE ; 
- l'homogénéiseur Virtis ; 



- le broyeur au mortier après congélation ; 
- les ultrasons (appareil MSE) ; 
- la French Press (American Instrument Co). 

L'efficacité de ces divers procédés est relatée dans la 

partie "~ésultats". Le milieu utilisé a été une solution de sucrose 250 mM 

et EDTA Id dans le tampon triéthanolamine - HC1 5mM à pH 7,5. 

1,2.5.2. Ultracentrifugation et récupération des fractions 

Toutes les centrbfugatisns ont éti5 réalisées sur uftra- 

centrifugeuse Beckman L 65-B avec lesrotors oscillants SW27, SW40, SW50.1, 

en tubes de nitrate de cellulose ou de polyallomères. 

Selon le type de séparation désiré, les solutions uti- 

lisées sont le milieu d'homogénéisation ou des solutions plus concentrées 

de sucrose dans le même tampon. 

Les différents fractionnements ont utilisé des gradients 

de densité discontinus ou linéaires de saccharose. 

Les fractions séparées ont été récupérées au moyen d'un 

fractioimeur de gradient ISCO mesurant la densité optique à 280 m. 

1.2.6. ELECTROPHORESE DES PROTEINES EN'GEL DE POLYACRYLAMIDE 

L'analyse électrophorétique des protéines des zortes ou de 

leurs compartiments subcellulaires a étéréalisée par électrophorèse en gel 

de polyacrylamide - SDS en milieu dissociant selon LAEMMLI (1971) dans un 
appareil conçu par C. DISSOUS. 

Le gel séparateur est un gradient continu d'acrylamide (géné- 

ralement 10 - 18 2) dans le tampon Tris-HCL 375 mM à pH 8,8 contenant 0,05 % 
/ 

de dodecyl sulfate de sodium (SDS) et dont les dimensions sont 16 x 14 x O,IOm, 

be gel de concentration est à 5 % d'acrylami.de en Tris HCL 125 ml pH 6,8 

contenant 0,I % de SDS. 

Les échantillons (dont la teneur en protéines est préalablement 

mesurée par la méthode de LOWRY, 1953) sont prépares dans le Tris-HCL 62,s 

pH 6,8 contenant 1 % de SDS, 5 % de B-mercaptoethanol, 5 7 de sucrose et 0,2 % 



de bleu de Bromophénol et ils sont chauff 6s à 100" C pendant 3 minutes. 

L'électrophorèse est menée pendant 18 heures à 4 mA dans le 

tampon Tris-glycine pH 8.3 contenant 0,1 % de SDS. Le gel est ensuite fixé 

pendant deux heures dans l'acide trichloracétique à 50 2,  coloré pendant 

7 minutes dans le bleu de Coomassie R à 0,2 % dans la même solution, puis 

décoloré par l'acide acétique à 7 %. 11 est ensuite séché par évaporation 

sous vide. Des marqueurs de poids moléculaire (MWM Pharmacia) sont traités 

en même temps que les échantillons pour permettre une mesure du poids molé- 

culaire appareng des peptides dans ce système. 

1 .2 .7 . MARQUAGE RADIOACTIF 

1.2.7.1. Iodination des protéines superficielles 

La radioiodination par la lactopéroxydase des protéines 

superf icielles des zoïtes de Sarcocystis teneZZa a été pratiquée par une mé- 

thode dérivée de celle de MARCHALONIS et a2 (1971). 

Le milieu réactionnel est préparé en PBS et sa composi- 

tion est la suivante : 

- Iodure de Sodium ( ~ a ' ~ ~ 1 ,  Amhersliam, sans entrabeur) : 

1 rnillicurie/ml ; 

- Iodure de Potassium : 1,25.10-~ M ; 
- Eau oxygénée : 4.  IO-^ M ; 
- Lactoperoxydase (Calbiochem, 100 U/mg) : 5 pg/ml ; 

- Butylhydroxytoluène : 20pglrnl. 
Les zoïtes y sont suspendus à la concentration de 

7 
10 /ml et le mélange est incubé dans la glace pendant 15 minutes en agitant 

fréquemment. 

La réaction est stoppée par l'addition d'azide de sodium 

et d'Iodure de Potassium en amenant leurs concentrations respectives à 
-3 3.1 o - ~  M pour le premier et 1,25 10 tq pour le second. 

Les zoïtes sont ensuite lavés quatre fois par centrifu- 

gation à 800 gmax pendant 5 minutes dans 20 ml de PBS. 



Ils sont ensuite précipités par l'acide Trichloracétique 

10 % à 4' C. Le précipité est retenu sur filtre en fibre de verre et lavé 

par le TCA 8 % puis un mélange Ether (3 V) - Acétone (IV). 
La radioactivité retenue sur le filtre est alors mesurée 

dans un compteur de rayons gamma. 

Pour l'électrophorèse, le filtre est dilacéré dans le 

tampon de dépôt (voir 1.2.5 .) , et le mélange chauffé 3 minutes à 100' C. 

1.2.7.2. Incorporation d'acides aminés radioactifs 

Les protéines de IPoxopZasrna goradii ont Gté marquées in 

vitro par incorporation de Leucine trieiée (Leu 3, 4, 5 3 ~ ,  CEA, 40 Ci/mM). 

Un tapis de cellules Hela confluant à 80 X reçoit 50yl de solution de Leu- 

cine 3~ (100pCi) 24 heures avant l'infestation par des Toxoplasmes d'ascite 

(voir 1.2.1.4.2 .) qui sont additionnés au milieu de culture sans décanter ce 

dernier. Cinq heures après infestation, le milieu est remplacé par du milieu 

frais contenant à nouveau 5 0 ~ 1  de Leucine tritiée. Les Toxoplasnes marqués 

sont récoltés 24 heures plus tard. 

L'incorporation est mesurée -par scintillation en phase 

liquide après précipitation par le TCA 10 %, filtration sur fibre de verre 

et solubilisation dans un cocktail approprié (Lumasolve - Lipoluma). 
Pour l'électrophorèse, le précipité TCA insoluble retenu 

sur filtre est solubilisé dans le tampon de dépôt. 

1 .2 .7 .3 .  Détection des protéines marquées après électrophorèse 

Les protéines iodées sont révélées par autoradiogra- 

phie sur film Kodak Royal X O Mat. L'exposition a lieu à - 70'~. 

Fluorographle 

Lesprotéines tritiées sont révélées par fluorographie 

selon la méthode de LASmP et MILLS (1975). Après coloration par le bleu de 

Coomassie et régression dans l'acide acétique 7 %, le gel est équilibré dans 

le diméthylsulfcsyde, puis immergé dans une solution de PPO (diphényloxazole) 

à 20 % dans le DNSO. Il est ensuite lavé à l'eau distillée et sP,chi?. L'exposi- 

tion est faite sur film Royal xo Mat à - 70' C. 



ml-KIE ULTPASTPUCRJTALE TIFS ZOIlES DE IEKCDIES : 

STRIICTUE, &NESE ET IPCIE?ACTICkl AVEC LA OlLIjlllE HflTE. 



Ainsi que nous l'avons déjà signalé, l'introduction de la microsco- 

pie électronique a mis en évidence la complexité et l'unité structurale des 

zoltes de Sporozoaires. Nous rappellerons ces caractéristiques dans ce premier 

chapitre en nous servant pour l'illustrer des organismes que nous avons utili- 

sé au cours de nos travaux. 

L'analyse cytologique a également apporté des informations sur les 

processus de genèse des zoïtes d'une part, et sur les modalités de l'invasion 

de la cellule hôte d'autre part. Nous avons participé à ces travaux et présen- 

terons ici nos résultats avant de discuter des problèmes posés et des perspec- 

tives ouvertes par les observations ultrastructurales. 

Plusieurs revues détaillées ont été publiées sur ce sujet et nous 

ne ferons ici que rappeler les caractéristiques essentielles des zoï tes, 

afin de pouvoir situer les problèmes nous nous sommes intéressé . 
11 s'agit de cellules généralement allongées, souvent en forme de banane, 

dont la taille est de l'ordre d'une dizaine de microns. Une extrêmité est 

arrondie ; l'autre, plus e£filée, correspond à la partie antérieure. L'examen 

au microscope électronique conduit à y distinguer une paroi, un complexe 

apical et des organites cytoplasmiques et inclusions diverses. 

2.1.1, &A PAROI (OU PEUICULE) 

Les zoites sont entièrement enveloppés par un plasmalemme 

d'aspect classique en coupe (unit-membrane, ROBERTSON, 1957). Celui.-ci est 

doublé intérieurement par une formation pentalaminée appelée "complexe mem- 

branaire. interne'', constituée de deux membranes unitaires accolées et dont 

. V I V I E R  et PETITPFEZ (1969) ont montré, chez le ~oxo~lasme~qu'il s'agissait 



de v é s i c u l e s  a p l a t i e s  à l a  lumiêre généralement co l l apsee .  Ce complexe i n t e r n e  

e s t  interrompu s u r  une cour te  d i s t ance  aux extuemités  de l a  c e l l u l e  qu i  ne 

s o n t  a i n s i  couver tes  que par  l a  membrane cytoplasmique. 

Le (ou l e s )  micropore e s t  une d i f f é r e n c i a t i o n  p a r i é t a l e  cons- 

t i t u é e  pa r  une i n t e r r u p t i o n  du complexe i n t e r n e  q u i  forme un cour t  c y l i n d r e  

dans l e q u e l  l e  plasmalemme peu t  ou non s ' i nvag ine r ,  Cet o r g a n i t e  e s t  supposé 

jouer  un r ô l e  dans l a  phago-(ou pino)-cytose aux dépens d e  l ' h ô t e  e t  ne se- 

r a i t  pas  fonc t ionne l  chez les zoz tes  ( v o i r  E. SCHOLTYSECK, 1973, i n  "The 

  oc ci dia") . 

2.1.2. LE COMPLEXE APICAL 

Ce terme, dû à 3.  SENAUD ( i n  LEVINE, 1970) regroupe un ensem- 

b l e  d ' o r g a n i t e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  des z o ï t e s  de Sporozoaires  e t  s i t u é s  dans l a  

p a r t i e  a n t é r i e u r e  de ces organismes ( i l  a  é t é  observé que c e t t e  p a r t i e  péné- 

t r a i t  l a  première dans l a  c e l l u l e  h ô t e ) .  Selon l e s  groupes, c e r t a i n s  élé-  

ments peuvent manquer ; l e s  Eimeridés possèdent  quant  à eux un complexe api-  

c a l  coup le t ,  c' est-à-dire  un conoïde, des  anneaux apicaux,  des  micro tubules  

sous p e l l i c u l a i r e s ,  une v é s i c u l e  a p i c a l e ,  des  r h o p t r i e s  e t  des  micronemes. 

2.1 -2.1. Le conoïde (GUSTAFSON e t  aZ, 1954) 

C ' e s t  un o r g a n i t e  e n  t ronc  de cône c reux  s i t u é  au n iveau  

de l ' i n t e r r u p t i o n  du complexe membranaire i n t e r n e ,  Il est c o n s t i t u é  de f i b r e s  

juxtaposées e t  arrangées en  s p i r a l e .  

2.1.2.2. Les microtubules  sous p e l l i c u l a i r e s  

Bien que c e t t e  formation s ' é t ende  jusque dans l a  r é g i o n  

p o s t é r i e u r e  du z o ï t e ,  e l l e  s ' i n i t i e  ( v o i r  2.2.) e t  s ' i n s è r e  dans l a  rGgion 

a n t é r i e u r e  e t  il appa ra î t  donc j u s t i f i é  de l ' i n t é g r e r  dans l e  complexe a p i c a l .  

Les zo'ites possêdent a i n s i  un système de micro tubules  de  

d iamèt re  envi ron  20 nm i n s é r é s  s u r  un anneau dense juxtaposé à l ' i n t e r r u p t i o n  

a n t é r i e u r e  du complexe membranaire i n t e r n e  e t  q u i  s o n t  appl iqués à i n t e r v a l l e s  

r é g u l i e r s  con t r e  l a  f a c e  i n t e r n e  de l a  p e l l i c u l e .  Les c o l o r a t i o n s  néga t ives  

o n t  appor té  des  p réc i s ions  s u r  l a  s t r u c t u r e  des  micro tubules  q u i  s o n t  compo- 

s é s  d'une douzaine de p r o t o f i b r i l l e s  formées elles-mêmes de  sous-unités de  

4 x 8 nm (DUBW?-ETZ, 1 97 1 ) . 



L'ext rêmi té  p o s t é r i e u r e  des microtubules  e s t  mal d é f i n i e .  

E l l e  e s t  s i t u é e  dans l e  t i e r s  p o s t é r i e u r  de l a  c e l l u l e .  

2 . 1 . 2 . 3 .  Les anneaux apicaux 

Ce sont  deux anneaux denses (ou couronnes de dens i f i ca -  

t i o n s ,  VIVIER e t  PETITPREZ, 1972) surmontant l e  conoïde dont  i l s  o n t  à peu 

p r è s  l e  diamètre .  

La v é s i c u l e  a p i c a l e  

Il s ' a g i t  d'une p e t i t e  v é s i c u l e  de 60 nm, au c e n t r e  géné- 

ralement  dense, adhérant  au plasmalemme dans l ' a x e  du conoïde. C e t t e  forma- 

t i o n  de p e t i t e  t a i l l e  a souvent é t é  nég l igée  pa r  l e s  c g t o l o g i s t e s  qui ,  quand 

i l s  l ' o b s e r v a i e n t ,  en  f a i s a i e n t  une v é s i c u l e  cytoplasmique banale .  Nous 

l ' avons  tou jou r s  re t rouvée  à c e t  e n d r o i t  chez l e s  Eiméridés e t  pensons q u ' i l  

s ' a g i t  d 'un o r g a n i t e  à p a r t  e n t i è r e  dont  l a  f o n c t i o n  reste à é l u c i d e r .  Les 

observa t ions  de c ryo f rac tu re  nous o n t  c o n f o r t é  dans c e t t e  vue ( v o i r  3.1.1.1.). 

2.1.2 - 5 .  Les r h o p t r i e s  (SENAUD, 1967) 

Ce sont  des  o rgan i t e s  a l l ongés ,  à l ' e x t r ê m i t é  p ius  ou 

moins r e n f l é e  surmont6e d 'un long pédoncule q u i  peut  s ' é t e n d r e  jusque dans 

l e  conozde e t  se terminer  à proximité  de l a  v é s i c u l e  a p i c a l e .  Leur contenu 

est  uniformément dense aux é l e c t r o n s  ( sauf  chez FoxopZasma, chez q u i  l a  par- 

t i e  r e n f l é e  a un a spec t  spumeux) ; e l l e s  s o n t  l i m i t é e s  p a r  une membrane uni- 

t a i r e .  E l l e s  s o n t  s i t u é e s  dans l e  t i e r s  a n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e .  Leur noml~re 

e s t  d i f f i c i l e  à évaluer  p r é c i s é ~ e n t  sauf  par  coupes s é r i é e s  ou dans c e r t a i n s  

c a s  f avo rab le s  d ' étalement (exemple S a r c o c y s t i s  : E. PORCHET, 1 975) . Leur 

dénomination p r i m i t i v e  de "paired organe1 l e s "  (GARNHAM e t  al, 1 960) e s t  

évoca t r i ce .  Il y a en e f f e t  2 r h o p t r i e s  chez les b radyzo ï t e s  de  Sa rcocys t s s  

teneZZa (ovifeZis), 2 ou 3 chez l e s  mérozoï tes  II dlE.imeKa n e c a t m x  e t  

d 1 E i w r 4 a  t~neZZa ,  l e s  mérozoïtes III dtE2rnenia n i e schu lz i ,  e t  les mérozo?tes 

1 d'E. bovis.  Mais il y en a un p lus  grand nombre (quelques-unes à p l u s i e u r s  

d i za ines )  chez l e s  sporozoï t e s  d lEimer ia  bovis, drE.  n i e schu lz i ,  dtE.  t e n e t l a ,  

d r I s c s p o r a  feZis e t  l e s  tachyzoï tes  de ToxopZasma gmdii pour nous en tenir 

aux espèces  que nous avons o h ~ F ? ~ o ? ~ ,  



2 . 1 . 2 . 6 .  Les micronèmes 

Ce sont de petits organites en forme de navettes, de 

200 x 50 na environ, limités par une membrane unitaire et de densité aux 

électrons comparable à celle des rhoptries. Ils sont disposés en amas plus 

ou moins ordonnés dans le tiers antérieur des zoïtes. Extrêmement abondants 

chez les bradyzoïtes de Smcocystis teneZZa, ils sont nombreux chez les mé- 

rozo'ites II d'Eimeria necatm'x ou B. teneZZa et les mérozoïtes III d'E. nie- 

schuZzi. Leur nombre est plus réduit chez les sporozo~tes observés 

(E. nieschuiizi, E. bovis, E. teneZZa, 1. felis). Ils n'existeraient pas chez 

ToxopZasma (VIVIER et PETITPWZ, 1972, qui les interprètent corne des coupes 

de rhoptries à des stades divers) où, paradoxalement, ils ont été déc?its 

pour la première fois (GUSTAFSON, 1954) et pour qui le terme a été proposé 

(JACOBS, 1967). Ceci illustre bien la confusion qui a longtemps regné entre 

les deux types d'organites denses antérieurs, entretenue par une multiplicité 

de dénominations heureusement abandonnées. 

2.1.3. LES ORGANITES ET INCLUSIONS CYTOPLASMIQUES ET LE NOYAU 

En arrière du complexe apical, la cellule renferme, dans un 

cytoplasme riche en ribosomes, des organites classiques (mitochondries, dic- 

tyosome, ergastoplasme) et des inclusions variées, caractéristiques des Spo- 

rozoaires (grains dlamylopectine, granules denses, corps paranucléaires, 

vésicules pl urimembranaires) , en plus d'un noyau généralement situé aux 2/3 
du zoïte. 

2.1.3.1. Les mitochondries 

Elles possèdent les crêtes en forme d'ampoule caractéris- 

tiques des Sporozoaires (VIVIER et aZ, 1970). Souvent arrondies en coupe, 

elles sont parfois allongées et ramifiées. 

2.1.3.2. L'a~~areil de Golgi 

Les zoïtes possèdent en général 1 seul dictyosome consti- 

tué d'un petit nombre de saccules aplatis empilés contre la face antérieure 

du noyau dont ils sont séparés par un lit de vésicules. 



2.1.3.3. L'ergastoplasme 

Il est peu abondant, réduit à quelques profils isolés 

dont certains sont reliés à la membrane nucléaire externe. 

2.1.3.4. Les grains d'amylopectine (autrefois -paraglycogêne) 

11s peuvent occuper une part importante de la zone média- 

ne des zoïtes. Ils sont ovoïdes, de taille voisine de 0 , 2 p m .  J, RYLEY et a2 

(1 969) ont les premiers démontré, chez E. teneZZa, qu'il s'agissait d'amylopec- 

tine (chaînes de 20 glucoses liés en ol 1-4 et branchés en 4 1-6). 

2.1.3.5. Les vésicules plurimembranaires 

Il s'agit de vésicules de taille variable, limitées par 

3 ou 4 membranes unitaires irrégulièrement accolées et au contenu finement 

granuleux. Elles sont généralement peu nombreuses et situées au-dessus du 

dictyosome. Elles ont reçu selon les auteurs des appellations très diverses 

et sont dans certains cas, considérées comme l'équivalent de mitochondries 

(VIVIER et PETITPREZ , 1 972) 

2.1.3.6. Les corps paranucléaires 

Aussi dénommés corps réfringents, de par leur aspect en 

microscopie photonique, il s'agit de deux (parfois 3) masses denses aux 

électrons situées de part et d'autre du noyau chez les sporozo?tes et les 

mdrozoïtes 1 ; les mérozoïtes II, III, IV, les bradyzoïtes et tachyzoTtes 

en sont généralement dépourvus. Ces corps sont arrondis, souvent entourés 

de grains d'amylopectine et ne sont limités par aucune membrane. Uniformé- 

ment denses chez les Eimeda, ils sont, chez les Isospora et organismes 

apparentés (Sawcocystis) formés d'un arrangement régulier de petits grains 

denses qui leur a valu le nom de cristalloïde (voir VïVER et PXOUVOST, 1977). 

2.113.7. Les granules denses 

Cette dénomipation regroupe une variété d'inclusions 

dont la caractéristique commune est d'être arrondies, limitées nar une meci- 

brane et opaques aux électrons sur coupes fines. Des coupes transversales 

- de rhoptries peuvent les mimer et cette catégorie d'organites est donc assez 



mal dé£inie. Le fractionnement cellulaire a permis de les caractériser chez 

Snrcocystis teneZZa (voir 4 )  où ils ont été décrits par SENAUD (1967) SOUS 

le nom de grains moyens, puis assimilés à '  des rhoptries par H. HEHLHORY 

e t  aZ (1975). Ils sont également présents chez ToxopZasma (VIVIER et PETIT- 

PREZ, 1972). Les roicrosphères décrites par BANNISTER et aZ (1975) chez les 

mérozortes de Ptaçrnodiwn en sont peut-être des équivalents. 

Le Noyau 

Pl est arrondi, muni d'une enveloppe de type classique, 

avec des plaques de chromatine appliquées contre la membrane interne. Le nu- 

cléole est généralement absent des zoïtes libres. 

2 '2 ,  GENESE DES ZO iTES - E n  DE ULTRASTRUCTURALE Cf-EZ LES E UYER I.4 

L'étude ultrastructurale de la genèse des zoïtes de Coccidie- 

morphes a apporté des informations sur l'origine des divers organites qu'ils 

renferment et sur la séquence des évsnements intervenant dans la différencia- 

tion. Cette approche statique était un préalable indispensable à toute étude 

dynamique des phénomènes morphogénétiques. Elle a pemnis de mieux définir les 

modèles expérimentaux et d'en cerner les possibilités. 

Nous avons, pour notre part, étudié la schizoganie d1Eimez6a 

développées i n  vivo et i n  v i t r o  et les résultats obtenus sont rapportés dans 

les articles insérés en annexe. 

11 La genèse des mérozoites chez la coccidie Eimeria n e c a t ~ i z .  

Etude ultrastructurale. " S. Protozool. 22, 71-84 , 1975 . 

" ~ l t ~ ~ ~ t r u ~ t u r a l  study of Schizogony of Eimeria bovis in 
Ce11 Cultures . " J. Protozool. 26 , 367-376 , 1979 , en collaboration 
avec Y. Y. Elsner . 



2 2 . 3 .  DISCUSSION 

De la même manière que la structure des zortes est très homo- 

g211e chez les Sporozoaires, la séquence de genèse des organites au coiirs de 

leur diffgrenciation varie peu au sein du groupe, les différences tenant 

surtout à l'absence de l'un ou l'autre des organites. 

La première question posée face à ce phénomène est celle du 

décle~ichement de la différenciation. En effet, la schizogonie qui préside à 

la multiplication des zoïtes peut conduire à la formation de 2 (ToxopZasma) 

à plusieurs milliers (Ez'.veria bovis, PZasmo21:wn) d ' individus fils suivant le 
nombre de diviç5ons nuclGaires qui prilcède Pa genèse de ces derniers. La 

stabilité des nombres de zoïtes formés par génération ou par stade au sein 

des divers genres ou espèces permet de penser que ce phénomène est sans doute 

programné génétiqument et dépend d'une régulation du ncmbre des mitoses. Le 

fait que le nombre de zoïtesforméspar schizonte lors de culture "in vitro" 

est souvent plus faible que dans l'hôte normal (DORAN, 1973) montre ce~endant 

qu'il est possible de perturber ce programme. Le mécanisme par lequel s'effec- 

tue cette transition de 1s croissance à la différenciation reste à élucider. 

Une seconde question reside dans le lieu d'initiation de la 

genèse. La plupart des auteurs ont distingué deux types de développement selon 

que les zoïtes apparaissaient à l'intérieur (endogenese) ou à la periphérie 

(exogenèse) de la cellule mère (voir PORCmT, 1972). Si la différence cytolo- 

gique peitt apparaître spectaculaire, nous pensons qu'elle n'c qu'une portée 

très limitée dans le phénomène de différenciation lui-même, qui est identiqi~e 

dans les deux cas. 

En fait, le lieu d'initiation des zoïtes est cxclusiveoent con- 

ditionné par l'emplaceicent des centres cinétiques dans la cellule au cours des 

mitoses successives : s'ils sont en permanence voisins dr? plasmalemme on 

observe une exogenèse ; s'ils en sont indépendants, l'endogenèse intervient. 

Tous les travaux publiés confirment cette thèse, qui attribue ainsi au coqor- 

tement mitotique une di££ érence que 1 'on avait cru caracteris tiqiie di1 mode de 

genèse. 

Le terme de zone d'induction a été proposé pour le lieu d'inj- 

tiation des zoïtes (PORCW,T, 1977 ,  VIVIER, 1979) et, dans l'exogenèse, 



l'interaction noyau - membrane externe est considérée comme capita1.e dans 
l'induction de l'organitogenèse. Nous avons ci-dessus mis en doute cette 

dernière proposition. Par ailleurs, le terne d'induction utilisé pour dési- 

gner la rGunion des conditions de la synthèse du zorte (FORCHET, 1 0 9  ) ne 

correspond pas à l'acception classique du vocable introduit en embryologie 

par SPEMANN (1 912, cité par PAUTREZ, 1967) et qui désigne une modification 

dans un système produite par simple contiguité avec un autre système. Il n'y 

a pas jusque là d'évidences permettant d'affirmer que la genèse des zoltes 

résulte de l'interaction d'organites ou de structures. Aussi, bien que 

l'organitogenèse sequentiefle rappelle les processus d'induction connus dans / 

l'embryogenese des Métazoaires (VIVIER, 1979), nous préférons utiliser pour 

les zoïtes le terme d'initiation, moins précis, mais neutre quant aux méca- 

nismes, lesquels restent énigmatiques. 

Nos résultats, et l'analyse des travaux parus nous conduisent 

à proposer un schéma global de genèse des zoïtes qui peut s'appliquer à tous 

les cas decrits et servir de base à l'analyse expérimentale du phénocène. 

La genèse du zoïte s'organise ainsi autour du centre cinétique, 

qui est généralement en même temps un pôle  de la dernière mitose [centriole 

come chez les Eimema, ou masse moins organisée cytologiquement come chez 

les PZasmodiwn). L'évènement initial est l'organisation a proximité de ce 
centre de l'anneau à pzrtir duquel se développeront les microtr~bules sous 

pelliculaires. On peut ainsi concevoir la régulation du dgclencheaent de fa 

genèse par le signal de synthèse d'un des composants de l'anneau, CI= dernier 

ne pouvant d'autre part s'édifier qu'autour du centre cinétique et en un seul 

exemplaire chaque fois. Dans llanne.au doivent être contenues les informations 

nécessaires à la genèse du système microtubulaire, c'est-à-dire le nombre et 

le sens de polymérisation des tubules. Il est simple d'imaginer que ces infor- 

mations puissent résider dans la conformation moléculaire des composants de 

1 ' anneau. 
Les sites initiateurs étant ainsi constitués, les microtubules 

sous pelliculaires peuvent s'édifier à ~artir des tubulines et des protéines 

associées (préexistantes ou néofonn6es). 

Simultanément, rine synthèse de matéri.el membranaire doit Ln- 

tervenir, qui donnera naissance au coroplexe interne. Cette synthÉse s'effectue 

au niveau d.e l'ergastoplasme, et souvent plus précisément dans l'enveloppe du 

noyau. Un transit des membranes fonaées par le dictyosome est généralelnent 
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observé, ce dernier formant des vésicules qui sont à llori&ine du complexe 

interne. 

La mise en place du systhe microtubules-menl~rane doit être 

considérée comme étant gouvernée par les microtubules.Il est en effet 

beaucoup plus aisément admissible que ces derniers servent de charpente à 

l'installation du réseau membranaire que l'inverse. Il suffit q'ue les vési- 

cules destinées au complexe interne soient munies de récepteurs reconnais- 

sant les ~icrotübules et s'y liant pour assurer la mise en place du système. 

Simultanément, au début de la genèse, les vésicules denses 
1' préfigurant les rhoptries apparaissent" au-dessus du dictyosorue, dont elles 

dérivent: probaSlement. Le processus de synthèse de leur contenu (corne celui 

de tous les autres organites d'ailleurs) est inconnu. 

Nous avons, dans nos résultats, insisté sur la signification 

possible d'une rela~ion observée entre le centre cinétique et le somuet du 

complexe apical (coiioïde quand il est présent) sous la forme d'une tigelle 

dense s'étirant entre les deux régions au cours de leur éloignement. Nous 

pensons qu'il s'qgit là d'un organite maintenant le rapport entre le centre 

cinétique et l'apex du zoïte et régulant la distance entre les deux forma- 

tions au cours de la genèse. On peut ainsi expliquer l'intégration du noyau 

dans le futur zoïte, indispensable à l'élaboration d'un parasite fonctionnel, 

le noyau apparaissant lié au centre cinétique (soit au niveau d'un pore - 
PZa.smoditm - soit par un centrocone - Eimeria). 

Le signal de fin d'allongement des zoïtes pourrait également 

venir des microtubules, si l'arrêt de leur polymérisatioa conduisait les 

membranes s'allongeant encore à converger et refermer l'individu fils. 

Enfin, l'association complexe membranaire interne - plasmali?rlime 
(précoce en exogenèse, tardive en endogenèse) doit également provenir de la 

reconnaissance de sites complémentaires entre les deux formations et de ieur 

interaction. 

Ce modèle n'est qu'un essai d'interprétation des phénomentss 

observés, basé sur la nécessité de les rapporter à des mécanismes d'assemblage 

moléculaire afin de pouvoir tenter de les expliquer. Il montre surtout l'in!- 

mense ignorance dans laquelle nous nous trouvons du dcroulement de l'organite- 

genèse. 



La pgné t r a t ion  des z o ï t e s  de Coccidiomorphes dans l e u r  c e l l u l e  hôre  

a pu ê t r e  é tud iée  finement dans quelques cas  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  s imul tanée  de 

l a  microscopie Glectroni-que e t  ries techniques de c u l t u r e  i n  v i t ro .  Les condi- 

t i o n s  opt imales  d ' obse rva t ion  du phenomène s o n t  en  e f f e t  beaucoup p l u s  d i f f i -  

c i l e s  à r é u n i r  dans l e s  profondeurs d'un h ô t e  n a t u r e l .  

P l u s i e u r s  genres  on t  é té  é tud ié s  avec une p r 6 c i s i o n  v a r i a b l e  

(PZasnodZwn, Bdes i z ,  E?:rnerZa, SSospora, Toxop Zasma) . Nous avons pour n o t r e  

p a r t  ana lysé  l e  comportement de Sarcocystis tenelZa e t  ToxopZasma gond;;, I 

deux organismes que d ' a u t r e s  c r i t è r e s  dés igna ien t  comme favorab le s  aux inves-  

t i g a t i o n s  u l t é r i e u r e s  à l l éche l . le  molécula i re  mais pour l e s q u e l s  les modal i tés  

d ' i nvas ion  de  l a  c e l l u l e  hô te  n ' ava i en t  p a s . é t é  d é c r i t e s  finement.  

2.3.1 . ETUDE ULTRASTRUCTUPdAE DE L ' W A S I O N  DE LA CELLULE HOTE PAF. 

SARCOCYSTIS TENELLA ET TOXOPLASMA G O N D I 1  

Les é tudes  ont  été r é a l i s é e s  i n  v i t ro ,  en  adap tan t  l a  technique 

développée par  JENSEN e t  HAMMOND ( 1  975) e t  q u i  c o n s i s t e  à l a i s s e r  s é d i a e n t e r  

à f r o i d  une grande q u a n t i t é  de z o l t e s  s u r  un t a p i s  c e l l u l a i r e ,  o u i s  à réchauf- 

fer l a  p répa ra t ion .  On o b t i e n t  a i n s i  un grand nombre de  p é n é t r a t i o n s  s i n u l t a -  

nées ,  cond i t i on  ind ispensable  à l ' é t u d e  u l t r a s t r u c t u r a l e .  

 observation s u r  l e  v i v a n t  de  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  les 

zoytes  de Smcocystis a c t i v é s  par  l a  t r y p s i n e  e t  un t a p i s  c e l l u l a i r e  ( f i b ro -  

b l a s t e s  de mouton, c e l l u l e s  G p i t h f l i a l e s  d e  c h a t ,  c e l l u l e s  Ee la  ou BHK) 

montre que l e s  z o ï t e s  s e  déplacent  par  g l i ssement  s u r  l e  s u b s t r a t  (ve r r e  ou 

polys tyrène)  ou s u r  l e s  c c l l u l e s ,  l l ex t r ê .mi t é  l a  p l u s  e f f i l é e  v e r s  1 'avant .  

L' i-nvasion d'une c6llul.e hô te  débute par  1 ' e n t r é e  e n  c o n t a c t  de  1 ' ex t r êmi t é  

a n t é r i e u r e  du z o ï t e  e t  de l a  su r f ace  c e l l u l a i r e .  Dans c e r t a i n s  c a s ,  l e  para- 

s i t e  p ivo te  s u r  c e t  appui  à l a  riianière d 'une v r i l l e  avant  d ' e n t r e r .  Mais l a  

p é n é t r a t i o n  peut  également ê t r e  immédiate e t  l ' o n  v o i t  a l o r s  l e  z o ï t e  s 'en-  

foncer  rapidement dans l e  cytoplasme hô te ,  sans  p e r t u r b a t i o n  impor tan te  de  l a  

su r f ace  c e l l u l a i r e .  Les zo r t e s  peuvent cheminer à I ' i n z é r i e u r  des  c e l l u l e s ,  

pas se r  d e  l ' u n e  à l ' a u r r e  dans une monocouclie confl i iente ,  ou même r e s s o r t i r .  



salis que la cellule hôte semble lésée. 

A 1'échell.e ultr~structurale, nous avons observé des sta- 

des allant du contact avec le plasmalemme jusqu'à la sortie après traversée 

de la cellule. 

En phase précoce d'interaction, on observe entre le plas- 

malenime de la cellule et l'apex du zoïte quelqiies vésicules formées d'une 

membrane unitaire enfermant un contenu faiblement opaque.aux électrons 

(Pl. 2, fi.g. 3). 

Lorsque le zoite est engagé dans le cytoplasme hôte, 

l'invagination produite est limitee par une membrane en continuité avec-le 

plasmalemme et que rien en coupe ne permet de distinguer de celui-ci. Les 

zoïtes intracellulaires (ou largement pénétrés, les coupes ne permettant pas 

toujours de les distinguer) sont situés dans une vacuole linitée par une mem- 

brane uni taire (pl. 2, 3 et 4) . 
Sur ].es coupes de parasites en cours de péné.tration, 

deux caractéristiques retiennent l'attention. Ce sont d'une part des zones 

de contact étroit entre le zoïte et le plasmalemme . . hôte. Il s,'agit générale- 

ment de courtes appositions entre les membranes qui sont ailleurs séparées 

par des espaces plus ou moins larges. Ce type d'interaction se rencontre 

antérieurement jusqu'en haut du conorde (Pl. 3, Eig .- 23 . 
Le second élément remarquable est la présence dans l'espace 

séparant les plasmalemmes de profils "mYéliniques" d'abondance et de volume 

variables, ou de vésicules identiques à celles décrites ci.-dessus (Pl. 2, 

fig. 3) noyées dans un réseau filamenteux irrégrilier. Les deux types de for- 

mations peuvent coexister (Pl. 2, fig. 1 ,4 ) .  Les figures "myéliniques" vont 

de la simple vésicule aplatie à l'empilement de 5 à 6 unités "membranaires" 

enroulés en vésicules multilaaellaires. L'épaisseur d'une unité est d'environ 

8 nm, identique au-plasmale~me du zoïte (lequel apparaît légèrement plus 

épais que celui de la cellule, les feuillets denses étant plus contrastés). 

On observe dans la région antérieure de certains parasites une vacuole Tres- 

que entièrement transparente aux électrons mais renfermant des empilements 

nembranaires comparables à ceux observés dans la vacuole parasltophore en 

formation (Pl. 3, fig. 3). 

A l'apex du m i t e ,  la v6siciile apicale est souveilt trEs 

proéminente, et est fréquement excentrée par rapport aux anneaux api- 

caux sous jacents (Fl. 2, fig. 3, Pl. 4, fig. 1). Le plasroalemme recouvrant 

cette région est par places moins bien défini, sans qu'il soit possible de 



s a v o i r  s i  c e t  a s p e c t  correspond à une mod i f i ca t ion  s t r u c t u r a l e  ou à un 

changement l o c a l  d e  l ' i n c i d e n c e  de coupe (P l .  4, f l g .  1,2).Si des  micronèines 

ou des pédoncules de r h o p t r i e s  sont  v i s i b l e s  dans c e t t e  rég ion ,  nous n 'avons 

jamais observé de con tac t  e n t r e  ces  o rgan i t e s  e t  l e  plasmalemme a p i c a l .  Les 

pédoncules de r h o p t r i e s  semblent d ' a i l l e u r s  s e  te rminer  l e  p l u s  souvent sous 

l a  v é s i c u l e  a p i c a l e  (P l .  2 ,  f i g .  3, P l .  3 ,  f i g .  41, 

Nous avons observé des  coupes de z o ï t e s  e n  cours  de  sor- 

t i e ,  phénomène fréquemment obse r r é  s u r  l e  v i v a n t  e t  qu i ,  dans l e  c a s  de  

Smcocyst is ,  ne semble pas l é s e r  l a  c e l l u l e  h ô t e .  Deux é t apes  peuvent ê t r e  

d i s t i nguées .  La première c o n s i s t e  en  une h e r n i e  f a i s a n t  s a i l l i e  2 Pa s u r f a c e  

de l a  c e l l u l e  devant  l ' apex  d'un zoyte e t  c o n s t i t u é e  de v é s i c u l e s  i r r é g u l i s -  

r e s  dont  l a  p a r o i  apparaZt p a r  p l eces  t r i l a m i n é e  sans que ce  c a r a c t è r e  s o i t  

a u s s i  n e t  que pour l e s  a u t r e s  membranes cytoplasmiques ( P l ,  4, f i g .  1 ) .  Ce t t e  

he rn i e  e s t  l i m i t é e  extér ieurement  par  l e  plasmalenme de l a  c e l l u l e  hô te ,  dont 

l a  s t r u c t u r e  semble a l t é r é e  à ce niveau. La l i m i t e  i n t e r n e  e s t  l a  membrane de 

l a  vacuole pa ra s i tophore ,  6galement moins b i e n  d é f i n i e .  Le second s t a d e ,  pré- 

l ude  à l a  s o r t i e ,  montre l a  d i spe r s ion  des  v é s i c u l e s  q u i  d o l t  s u i v r e  l a  ruptu-  

r e  de l a  h e r n i e  (P l .  4 ,  f i g .  3 ) .  Bien que l a  zone de s o r t i e  s o i t  xi peu per- 

tu rbée ,  il semble que 12 nembrane de  l a  vacuole pa ra s i tophore  e t  l e  plasna-  

leme s e  resoudent  rapidement. 

L'analyse de l a  p é n é t r a t i o n  p a r  c r y o f r a c t u r e  a v a i t  é t é  

e n t r e p r i s e  pour é t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  de l a  membrane de Pa vacuole  pa ra s i tophore  

en  formation (P l .  2 ,  f i g .  2). La quas i  absence de  c l ivages  i n t e r p r é t a b l e s  

à ce  niveau n ' a  pas  permis d ' e f f e c t u e r  c e t t e  é tude .  

2.3.1 . 2 .  Toxo~Zasma gcmd-ii 

La péné t r a t ion  de  t achyzo ï t e s  3e Toxovlasma dans des  ce l -  

l u l e s  Bela  a  é t é  é t u l i g e  se l02  l e  même pro tocole  que c e l u i  u t i l i s é  Four 

Sarcocyçt-zs. Les images obtenues ont  é t é  c . lass fes  en deux é t a p e s  : processus 

e t  d ' e n t r é e  e t  z o ï t e s  i n t t a c e l l u l a i r e s  ( l a  p lus  p e t i t e  t a i l l e  de Toxo~7.c~:. 

l e u r  forme ovoide permet en e f f e t  de d e f i n i r  beaucoup p l u s  f ac i l emen t  l e  s t a d e  

dans l eque l  l e  p a r a s i t e  a É t é  f i x é ) .  

Les tachyzoytes e n  cours  d ' i nvas ion  s o n t  s épa ré s  de  l a  

c e l l u l e  hô te  par  une membrane en  c o n t i n u i t é  avec l e  plasmalemme e t  qu i  p a r a î t  

bourgcom~er  d6s v é s i c u l e s  à contenu c l a i r  dans l e  cytoplasme envi ronnant ,  l e -  

quel  est appauvri  en  ribosomes (P l .  5 ,  f i g .  1 , 2 ) .  C e t t e  membrane, gén6ralement 



appliquée contre le zoïte semble dans certains cas discontinue, fragmentée 

en courts lambeaux adhérant au parasite ou au cytoplasme hôte (Pl. 5, fig. 3, 

Pl. 7 ,  fig. 1 ,  2). Une apposition plus étroite entre zoyte et membrane de la 

vacuole parasitophore en formation est reconnaissable à l'endroit où s'inva- 

gine le plasmalemme de la cellule hôte, sur une . distance d'environ 0 , 2 ~ ,  

et qui se traduit sur les images par une densification du contact (Pl. 7, 

fig. 2). Cette forniation est encore reconnaissable lors de la fermeture de 

la vacuole sur l'extrêmité postérieure du parasite (Pl. 7, £ ig. 1 ) .  

Les zoltes en cours d'entrée montrent à la partie anté- 

rieure un espace partiellement vide, limité par une membrane, débutant dans 

le conorde et s'étendant postérieurement sur 0,7/Lmi environ (Pl. 5, fig.@3, 

Pl. 6, fig. 1). En forme d'ampoule plus ou moins allongée, souvent branchée, 

cette formation renferme des condensations irrégulières sur un fond clair. 

On observe parfois dans la région antérieure du zorte une vacuole claire 

contenant des figures myéliniques (Pl. 6, fig. 2). 
Enfin, on observe dans certains zoïtes en cours de péné- 

tration des individus fils en voie d'élaboration (O1.5, fig.1) ; ce fait 

est confirmé par l'observation de zoïtes intracellulaires fixés moins de 
ct 

20 mn après la pénétration dont certains sont à un stade avancé d'endogenèse 

(Pl. 7, fig. 3). 

Les zoites récemment entrés (2 mn) sont dans une vacuole 

limitée par une membrane généralement continue, parfois très ondulée, sou- 

vent étroitement appliquée contre le plasmalemme du parasite (Pl. 5, fig. 3, 

Pl. 6, Pl. 7, fig. 4). Le faible espace vacuolaire ren£erme un matériel gra- 

nuleux de densité variable (Pl. 6, fig. 1, Pl. 7, fig, 4). La vacuole para- 

sitophore est fréquemment entourée par une strate d'ergastoplasme parkicu- 

lière, dépourvue de ribosomes sur la face exposée au zoïte (Pl. 5, fig. 3, 

Pl. 6, fig. 2, Pl. 7, fig. 3, 4). L'espace situé entre cette strate et la 

membrane vacuolaire est épais de 25 à 50 nm et est dépourvu d'inclusions, 

excepté parfois des vésicules à centre clair identiques à celles decrites 

lors de la pénétration. L'ergastoplasme entourant le parasite est fonné de 

lames de longueur variable séparées par de courts espaces. Sa mise en place 

. n'est pas affectée par la présence de cycloheximide ( 1  rnglml) appliquée sur 

les cellules depuis 30 mn avant la pénétration et jusqu'à la fixation. 

Des expériences de pénétrations successives dans lesquelles 

les zoltes étaient libérés par rupture des cellules hôtes (à l'homogénéiseur 

de DOUNCE) trente minutes après la mise en contact puis redéposés sur des cel- 

lules neuves ont permis de montrer que certains zoïtes au moins étaient capa- 

.bles de réaliser 3 invasio~is successives en 60 minutes. 



2 -3 -2. DISCUSSION 

Les problèmes principaux soulevés par l'invasion d'une cellule 

par un parasite sont les suivants : 

- L'interaction est-elle spécifique, c'est-à-dire y a-t-il 
une reconnaissance entre les partenaires avant l'invasion ? 

- Le plasmalemme de la cellule est-il percé ou seulement refou- 
lé devant l'envahisseur ? 

- La pénétration est-elle active ou passive : la phagocytose 
peut-elle intervenir ? 

- Le parasite excrète-t-il des facteurs de pénétration ? 

Ces questions restent posées pour la plupart des parasites in- 

tracellulaires, nombreux chez les Protozoaires et les Procaryotes. Les quel- 

ques cas où une approche de réponse a été fournie montrent par ailleurs que 

les stratégies retenues par ces divers organismes pour envahir la cellule 

hôte varient d'un groupe à l'autre (GOREN, 1977), ce qui complique la tâche 

des investigatwrs mais accroît l'intérêt de l'étude. 

Nous envisagerons successivement les divers problèmes évoaués 

ci-dessus à la lumière de ce qui est connu de l'invasion de la cellule hôte 

par les zoltes de Sporozoaires. 

Spécificité 

Le développement des techniques de culture in vitro a 

montré le manque de spécificité de l'invasion chez la plupart des Coccidiomor- 

phes. Ainsi ToxopZasma peut envahir n'importe quelle cellule, excepté peut- 

être les hématies matures (DORAN, 1973), la raison de cette exclusion étant 

semble-t-il physique, dûe à la plus faible fluidité de leur membrane (TANAGE 

e t  al., 1 979) . Les Eimeria ou Smcocystis en culture infestent également une 

grande variété de types cellulaires (DORAN, op. cit.). 

Par contre, les mérozoltes grythrocytaires des PZasmod<um 

font montre d'une spécificité d'hôte très étroite, d'autant plus stricte que 

l'hôte s'avance dans 1'Evolution (BANNISTER, 1977),et n'envahissent de plus 

que des cellules de la lignée érythrocytaire. 



Dans le cas de ces mérozoïtes cependant, une adhésion . 

préalable à la cellule intervient (BANNISTER, 1977), puis probablement une 

interaction avec des récepteurs membranaires déclenchant le processus d'entrée 

(MILLER et aZ, 1979), phénomènes qui ne semblent pas intervenir chez les Coc- 

cidiomorphes non hématozoaires. 

Mais même en l'absence de spécificité se pose la question 

de la reconnaissance d'un plasmalemme par le zoïte. Ou, dans une autre for- 

mulation, y a-t-il déclenchement d'un processus de pénétration par le contact 

zoïte-plasmalemme, et si oui, comment ? La question reste ouverte. 

On peut se demander par ailleurs comment expliquer la 

spécificité d'hôte et de site i n  vivo de la plupart des Coccidies si elles 

sont capables d'envahir toutes les cellules. Le développement i n  v i t ro  éclaire 

là encore le problème en montrant une spécificité de développement, indépen- 

dante de l'invasion, liée à l'origine des cellules tant au niveau de l'espèce 

que de l'organe (DOFUN, 1973). Nos observations sur la sortie de plus de 99 % 

des zoïtes de Sarcocystis dans les 6 heures suivant la pénétration in vi tro  
rejoignent ces résultats et suggèrent une reconnaissance de la cellule hôte 

après l'invasion, le zoïte pouvant dans ce cas resortir et aller chercher 

mieux ailleurs s'il ne trouve pas dans la cellule envahie les conditions adé- 

quates à son développement. 

2.3 .2 .2 .  Devenir du plasmalemme de la cellule hôte au cours 

de la péngtration 

. 
Jusqu'aux observations de LADDA et a2 (1969) qui ont les 

premiers montré la préservation du pPasmalemme de l'hématie s'invaginant de- 

vant les mérozoïtes de PZasmod;wn berghei et P. gaZZinacewn, la pénétration 

des Coccidies dans une cellule était considérée comme une effraction, avec 

percée de la membrane de l'hôte. Cette hypothèse a d'ailleurs été encore sou- 

vent soutenue ultérieurement (LONG et SPEER, 1 977). 

11 faut noter que la présence ou l'absence d'une membrane 

entourant le parasite à l'observation ultrastructurale est très dépendante 

de la qualité de la fixation. Par ailleurs, l'obliquité de la section influe, 

de même que les grossissements utilisés (deux membranes accolées peuvent être 

confondues en une seule et c'est probablement ce qui avait conduit NORRBY en 

1970 à penser que le Toxoplasme pouvait être directement dans le cytoplasme 

deux heures après 11entr6e. La fig. 1 ,  Pl. 6, montre comment la confusion est 



possible). Bien des travaux publiés résistent mal à ce type d'analyse et 

perdent ainsi de leur intérêt. 

Un pas important a été réalisé par J E N S E N  et al qui ont 

les premiers procédé à une étude approfondie de la pénétration dTE2meda 

(1975), puis d'lsospora (1978), en synchronisant l'entrée et en utilisant 

le rouge de ruthénium comme indicateur de communication éventuelle entre le 

compartiment cytoplasmique et l'extérieur. Ils démontrèrent ainsi la non 

traversée du plasmalemme au cours de l'invasion, celui-ci étant refoulé 

devant le parasite puis se resoudant derrisre, après fermeture de la vacuole 

parasitophore. Ces résultats ont également été rapportés avec plus ou moins 

de précision chez d'autres genres : PZasmod.iwn ( B A N N I S T E R  et aZ, 1975, 

'MC LAREN st aZ, 1979, AIKAWA et aZ, 1978), Babesia (RUDZINSKA et al, 1976), 

!l'ozopzasma (JONES st al, 1972, TAKEUCHI, 1977, AIKAWA et al, 1977, LYCKE 

et al, 1975). L'entrée des zoïtes de Sarcocystis semble se conformer à un tel 

schéma puisque nous n'avons jamais observé de rupture membranaire dans la 

vacuole parasitophore en formation. La question se pose par contre pour 

ToxopZasma, oh nous avons obtenu fréquemment des images de discontinuité pour 

des stades terminaux d'invasion. Ces résultats rappellent l'observation rap- 

portée par J E N S E N  et WSIMONI) d'une désagrégation partielle et transitoire de 

la membrane de la vacuole parasitophore peu après la pénétration des sporo- 

zoïtes d1EZmcria magna (1975). 

A ce propos, il faut noter que la technique utilisée pour 

accroître le nombre d'observations de pénétrations ne produit pas une synchro- 

nisation parfaite et conduit à l'observation de situations intervenant entre 

O et environ 2 minutes après l'entrée. Quand on sait que la diirée de la péné- 

tration est de l'ordre de quelques secondes, on réalise que la technique ren- 

seigne mal sur la séquence exacte des évènements précoces de l'interaction 

hôte-parasite. Ainsi J E N S E N  et HAMMOND montrent dans une cellule deux sporo- 

zoïtes dont l'un est dans une vacuole et l'autre entouré par une membrane dis- 

continue et il est très difficile de situer exactement l'emplacement et la 

durée de cette phase de déstabilisation membranaire dont on sait qu'elle est 

transitoire puisqu'ensuite la vacuole entière est toujours présente. Si ce 

que nous avons observé chez ToxopZasma correspond à ce que J E N S E N  et NkWOhD 

ont décrit, cette phase est probablement un peu plus précoce que chez Eimeria 

puisqu'elle commence en cours de pénétration. 



Même si la discontinuité observée est peut-etre artefac- 

tuelle, due à des perturbations intervenant pendant ou après la fixation, le 

fait de l'obtenir ou non alors que les expériences sur Sarcocystis et Toxo- 

pZasma ont été réalisées dans des conditions identiques témoigne d'une diffé- 

rence entre les membranes des vacuoles parasitophores en formation à travers 

un comportement différent envers les traitements de préparation à l'étude 

cytologique. 

Le fait que les zortes de Smcocystis puissent ressortir 

peu après l'entrée sans léser la cellule alors que le mgme comportement de 

la part de sporozoïtes d'Eimeria conduit à la lyse de la cellule hôte 

(E. magnalet observations personnelles sur E. nieschulzi) renforce cette 

hypothèse. 

D'autres différences sont à noter entre Sarcocystis et 

Isoçpora d'une part, et Eimeria, ToxopZasma ou PZasmodim d'autre part : 

chez les seconds, on décrit dans le cytoplasme adjacent au plasmalemme en 

cours d'invagination des vésicules qui semblent sur certaines images, bour- 

geonner 2 partir de cette membrane. Chez Smcocystis (ce travail) et Isospora 

(JENSEN et EDGAR, 1978) ce type de formations n'a été qu'exceptionnellement 

observé, et seulement dans la hernie que le zoïte rompt lorsqu'il sort d'une 

cellule. A l'inverse, entre le zoïte de Smcocystis et la membrane hôte sont 

observés de nombreux profils myéliniques, beaucoup plus abondants que chez 

Eimeria et a fortiori que chez TomnZasma ou PZasmodium où ils sont quasi 

absents. L'origine de ce matériel membranaire est indéterminée. Le fait d'en 

observer également parfois dans des vacuoles incomplètement vidées du zoïte 

suggère une provenance parasitaire et il pourrait s'agir des rhoptries, mais 

si c'est le cas, cette hypothèse demande à être étayée par des arguments plus 

solides que cette.constatation morphologique. Par ailleurs, l'altération d'un 

plasmalemme (insertion d'une micro aiguille) peut également conduire à une 

prolifération rnembranaire (SZUBINZKA, 1978) et la participation de la cellule 

hôte à la formation de ces figures ne peut être exclue- 

La cryofracture de la membrane parasitophore en formation 

pourrait apporter des informations très intéressantes sur sa structure, Des 

obstacles techniques rendent extrêmement difficile l'obtention de répliques 

de fractures de cette membrane et, dans tous les cas 06 elle a Gté tentée, 

l'opération a fourni des résultats très fragmentaires. Les quelques 

images obtlenues (MC LAREN et aZ, 1979 : PZasmod-iwn, E. PORCHZT et al, 1980 : 



Toxop Zasma , nousmême : S m c o c y s t i s ~  montrent une deplétion presque 

totale en particules intramenbranaires dans les faces de fracture de cette 

membrane au cours de l'entrée des zoïtes. Ces résultats demandent à être 

affinés, en particulier par l'étude cinétique de l'évolution de la membrane 

vacuolaire au cours de et après la pénétration. 

Ils permettent toutefois déjà d'affirmer que le plasma- 

leme de la cellule hôte refoulé par le parasite est profondénent modifié. 

Ce fait avait été suggéré par D V O m  et a2 (1975) qui constataient un gonfle- 

ment de l'hématie dû 5 une modification de perméabilité juste avant la fer- 

meture de la vacuole hôte chez PZasmsdim. 

Les différences observées dans le comportement de la 

vacuole parasitophore néoformée (discontinuité ou non) suggèrent une variabi- 

lité spécifique dans la déstabilisation membranaire induite lors de l'entrée, 

et laisse donc entrevoir la possibilité de variations dans les mécanismes 

d'invasion. 

2 . 3 . 2 . 3 .  Invasion active ou phagocytose ? 

Quand la préservation du plasmalemme lors de l'entrée des 

zoïtes a commencé 9 être mise er. évidence, l'analogie avec la phagocytose a 

été soulignée, introduisant dans la littérature une certaine confusion entre 

les deux phénomènes. Cette confusion est venue essentiellement de l'étude de 

ToxopZusma : les zoltes sont petits, peu mobiles, et infestent souvent des 

phagocytes "professionnels" tels les macrophages péritonéaux. Des images de . 

phagocytose de zoïtes ont ainsi été obtenues, et les auteurs ont ensuite 

fait appel, pour expliquer la pénétration dans des cellules non phagocytaires, 

à une "phagocytose induite", due à une action du parasite sur la cellule. 

Bien que les deux phénomènes soient encore trop mal con- 

nus pour qu'on puisse exclure totalement une certaine communauté entre les 

mécanismes qui les régissent, plusieurs arguments conduisent à distinguer 

nettement la pénétration des zoïtes d'une phagocytose. 

Le premier e s t  qu'il n'a pas été trouvé dans des homo- 

génats de Toz~Zaç?na , de facteur augmentant la capacité phagocytaire de 
cellules envers des particules inertes , alors qu'il y était mis en évidence 
un facteur augmentant l'efficacité de pénétration des zoites (LYCKE ek al,  

1966) . 



Par ailleurs, chez les Eimr ia ,  ENSEN et EDGAR (1976) 

ont montré que l'invasion n'ctait pas affectée par la diminution des capsci- 

tés phagocytaires des cellules hôtes par des inhibiteurs métaboliques, mais 

qu'elle l'était sensiblement par l'altération de la mobilité des zoytes. 

Cette pénétration de phagocytes bloqués par des drogues 4 été retrouvée pour 

les sporozoï tes de PZasmo&bn (D~NFORTH et aZ, 1 980) . 
Dans le même ordre d'idées, l'observation de la pénétra- 

tion dlEirnsria. ou de Sarcocystis sur des tapis cellulaires, quand les zoïtes 

entrent en des temps de l'ordre de la seconde, traversent les cePlules et en 

ressortent, exclu t également une relation étroite avec la phagocytose.: La 

durée d'ingestion de particules de taille comparable par des fibroblastes en 

culture est en effet de l'ordre de la minute (VICKER, 1977). 

Enfin, l'invasion d'hénaties par les nérozoïtes de 

Ptasrnodium ou de Babesia, parasites pourtant peu mobiles peut difficilement 

être attribuée à une capacité phagocytaire. Par contre les Travaux récents 

de AIKAWA et aZ (1978) ont mis en évidence l'existence dru ne jonction annu- 

laire entre les plasmalemmes du inérozoïte de P. knowZesi et de l'hématie, 

dont le déplacement vers l'arrière du parasite peut expliquer la pénétration. 

Ces auteurs sugggrent deux possibilités de fonctionnement pour cette "jonction 

mobile" : glissement le long de la membrane ou "zipper mechanism", c'est-à- 

dire mise en-jeu de zones de contact successives se détachant après le passage 
/ 

de la jonction. Une certaine ambiguité peut toutefois subsister, l'observation 

ultrastructurale ne permettant pas de préciser si la mobilité est due à 

l'hématie ou au parasite ; cependant, par analogie avec les autres Sporozoai- 

res, il semble qu'il faille l'attribuer à ce dernier. Nous reviendrons sur ce 

point .plus loin. 

Une telle jonction mobile n'a pas jusque là été décrite 

chez d'autres Coccidionorphes. Nos images en suggêrent l'existence chez 

ToxopZasma. Chez Sarcocystis, il existe des zones de contact étroit entre le 

zoïte et la membrane de la vacuole hôte en formation et 11 pourrait également 

s'agir de jonctions permettant le glissement du parasite à l'intérieur de la 

cellule. 
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2.3.2.4. Y a-t-il exocytose lors de la ~énétration ? 

Bien avant que soient connus les détails de l'interaction 

entre zoïte et cellule hôte, quand l'on croyait encore à l'effraction, les 

auteurs ont suggéré l'émission par le parasite de facteurs susceptibles 

d'agir sur la cellule pour faciliter l'invasion (enzymes lytiques en 

l'occurrence, GARV"JHAM et al, 1961). Les observations s'affinant, les inter- 

prétations ont été progressivement corrigées, mais elles font toujours appel 

à une exocytose : il ne s'agirait plus de substances lytiques, mais de fac- 

teurs induisant l'augmentation de surface membranaire, soit par intercalation 

de substances amphiphiles (JENSEN et EDGAR, 1976 b), soit directement par 

addition de phospholipides (BANNISTER et al, 1 9 7 5 ) ,  

La découverte des organites apicaux (rhoptries, micro- 

nèmes) en a fait immédiatement des candidats de choix,et en particulier les 

rhoptries pour un tel rôle, surtout quand les observations ultérieures 
/ 

d'organites "vides" après pénétration sont venues renforcer la suggestion 

d'exocytose. Ce phénomène, s'il existe, n'a pas encore été rendu accessible 

à l'observation directe. L'analyse ultrastructurale de zoïtes en cours de 

pénétration n'a pas apporté d'images indiscutables de l'excrétion du contenu 

de l'un ou l'autre des organites. Les arguments morphologiques retenus par 

les auteurs sont de deux ordres : d'une part la présence de vacuoles partiel- 

lement vides et de forme rappelant les rhoptries dans la région antérieure 

de zoïtes récemment pénétrés, d'autre part, lors de l'utilisation de rouge 

de rutheniun lors de la fixation, la pénétration du traceur dans les pédon- 

cules des organites (JENSEN et al, 1975,i978). Nos résultats étendent l'obser- 

vation d'"organites vides" ou renfermant des profils menbranaires comparables 

à ceux trouvés dans la vacuole hôte à ToxqZasmu et Sarcocystk. Comme ceux 

de nos prédecesseurs, ils ne démontrent pas définitivement une exocytose. . 
Ains2, soit le phénomène est très rapide, et dans ce cas, il nécessite plus 

d'observations pour multiplier les chances de la mettre en évidence, soit il 

se fait par un système .de pores petits ou mal préservés par la fixation 

glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium. JENSEN décrit des pores de 40 nm dans le 

plasmalemme apical des zoItes d1Isospora ; nous avons également observé des 

interruptions membranaires dans cette zone, mais il nous ~araît difficile 

d'éliminer les artefacts de préservation dans ces images ... Par ailleurs, la 
persistance d'une vacuole partiellement vide évoque une excrétion par expan- 

sion du contenu plutôt que 'par contraction du contenant ; cela pourrait expli- 



quer pourquoi c'est plus souvent au moins chez les HGmozoaircs, une diminu- 1 
tion de densité des rhoptries qui est décrite et non leur vacuité- 

Ces considérations montrent que l'observation rnorphologi- 

que est insuffisante à élucider l'intervention possible d'une exocytose lors 

de la pénétration. Dans un cas-TozopZasma,' une autre approche expérimentale 

a été utilisée, qui a également renforce l'hypothèse d'exocytose, sans toute- 

fois encore l'établir sans équivoque. Il s'agit de la mise en évidence du 
l l Penetration enhancing factor" (facteur accroissant la pénétration) de Tom- 

pzasma (LYCKE et LUND, 1966). Ces auteurs ont, par numération des T O X O D ~ ~ S ~ ~ S  

intracellulaires aprss un temps donné après la pénétration,démontré l'existen- 

ce dans les extraits de l'oxopZasma d'un facteur accroissant l'efficacité de 

pénétration des zoïtes (A partir d'une suspension contenant le même nombre de 

parasites, il accroît jusqu'à plus de 60 % le pourcentage de zoïtes envahis- 

sant effectivement les cellules, celui-ci ne dépassant pas 40 % chez le té- 

moin). Ils ont ensuite établi que ce facteur était une protéine "légèrement" 

acide et estimé sa masse moléculaire entre 70 000 et 150 000 (par gel filtra- 

tion sur Sephadex O. 200). Des anticorps contre une préparation enrichie en ce 

facteur ont été produits chez le rat et le lapin et ils en inhibaient le pou- 

voir promoteur de la pénétration. Par immunofluorescence l'antigène était dé- 

tecté dans "des structures cytoplasmiques localisées dans la partie antérieure 

de ToxapZasrna '(NORRBY, 1971). Enfin, le PEF était moins abondant dans les 

zoïtes sitôt après la pénétration et il semblait ne pas agir sur le pouvoir 

phagocytaire des cellules ou sur la mobilité des zoites, mais altérait les 

membranes plasmiques des cellules en culture à des doses cent fois supérieures 

3 la concentration active sur la pénétrztion (celle-ci étant de l'ordre de 

pg/ml de milieu) (LYCKE e t  al, 1975). En utilisant le même système expérimen- 

tal, LYCKE e t  al, 1975 montraient également un effet promoteur de 5 enzymes 

sur la pénétration de ToxopZasrna ( 13 ~alactosidase, p glucuronidase, phos- 

phatase acide, lysozyme, Hyaluronidase),bien que nécessitant des concentra- 

tions bea ucoup plus élevées (au moins 50 fois) que le PEF pour obtenir le 

même résultat. A titre de comparaison, FAYER e t  a2 ( 1  970) n'ont pu mettre en 

évidence d'effet de la hyaluronidase sur la pénétration de sporozoïtes dlEimie- 

ria adenmides Fn vitro. 

Par ailleurs, LYCKE et a2 (1975) ont aussi mis en évidence 

un important effet promoteur de la pénétration des ions divalents (Ca, Mg), 

alors que Th'ABE e t  aZ (1980) ne le retrouvent que pour le magnésium, et notent 

en plus un effet des monosaccharides, dans un système utilisant des erythro- 



cytes d'enbryons de poulets. L'importante somme de résultats des auteurs sué- 

dois montre que le phénomène pénétration est accessible à l'expériinentation 

in vitro et qu'au moins un facteur protéique issu des zoites de ToxmZasma 

a une influence sur son déroulement.  e exocytose du PEF lors de la pénétration 
n'a cependant pas été montrée de manière directe:Par ailleurs, bien que les 

auteurs l'excluent, son influence sur la mobilité des zoïtes n'a pas été me- 

surée et cet aspect reste à étudier avec précision. La localisation du fac- 

teur dans la zone antérieure du zoïte demande à être précisée ; ToxopZasma 

possède en effet au moins 3 types d'organites (rhoptries, micronèmes, granules 

denses) à ce niveau (Voir Chapitre 4). Le fait que des enzymes très différents 

soient également efficaces suggère que divers types de perturbations membra- 

naires de la cellule hôte peuvent faciliter l'invasion de manière aspécifique. 

On constate donc que si le travail expérimental sur 

ToxopZasma donne des raisons supplémentaires de penser qu'une exocytose inter- 

vient en cours de pénétration de la cellule hôte, cette éventualité reste à 

démontrer définitivement et à interpréter. Par ailleurs, ainsi que nous . ' * ;  

l'avons suggéré plus haut, le comportement de la membrane vacuolaire pendant 

et après pénétration varie selon les genres observés, et il faut donc s'atten- 

dre à une variabilité des facteurs liés à la pénétration s'ils existent dans I .  i 

tous les cas. 

En outre, si le système rhoptries nicronèmes est considéré 

comme candidat à l'exocytose lors de l'invasion de fa cellule hôte, il faut 

remarquer que des organites comparables morphologiquement existent chez des 

Sporozoaires ne présentant pas de phase intracellulaire (Grégarines). 

Ils ont alors été considérés comme participant à l'ancrage 

du sporozo'ite dans la cellule hôte (DESPORTES, 1969) et également comme réser- 

ves d'enzymes équivalant à des lysosomes (la présence de phosphatasei acide y 

ayant été démontrée (SCHREVEL, 1968). VIVIER et PETITPREZ (1972) ont égaiement 

détecté cet enzyme dans les rhoptries de ToxopZasma. Par ailleurs, la migra- 

tion de certains zoïtes à travers les tissus pourrait également impliquer 

l'intervention de sécrétions lytiquesissues d'organites de la région antérieu- 

re des parasites (traversée de la basale intestinale par les sporozoïtes 

drPggregata , POfZCHET , RICHhRD et WEPSEIRA , 1080 ), et l'on peut se 
demander , dans le cas de Sarcocystis teneZta par exemple , qui se déve- 
loppe en profondeur dans la muqueuse intestinale du chat , si certains 
organites ne jouent pas un rôle dans le cheminement trans-tissulaire des 

zoites . 



Ces derniers cornientaires montrent qu'il est nécessaire 

de ne pas considérer la pénétration intracellulaire comme seul mode 

d'interaction des zoïtes avec l'hôte et de ne pas restreindre l'étude du rôle 

des organites denses de la région antérieure à ce seul phénomêne. 

L'analyse ultrastructurale a montré que les zoïtes de Sporo- 

zoaires sont des cellules hautement différenciées, issues d'un processus de 

genèse complexe. Elle a éclairé certains aspects de leur rôle essentiel, 

c'est-à-dire l'invasion de la cellule hôte, mais elle ne permet pas d'expliquer 

les mécanismes physiologiques des phénomènes observés. 

Ces travaux ont permis de poser une série de questions concer- 

nant la nature, l'origine et la fonction des structures décrites, et qui 

nécessitaient pour les résoudre, la mise en oeuvre d'autres méthodes d'inves- 

tigation. 

Parmi tous les composants du zoïte, ceux qui retiennent 

d'abord l'attention sont les différenciations originales car on peut supposer 

qu'elles participent aux fonctions particulières de ce stade et donc essen- 

tiellement à l'interaction précoce avec la cellule hate. Et nous avons vu 

en effet que l'invasion semble impliquer d'une part la pellicule, génératrice 

du déplacement, et d'autre part les organites de la région antérieure, suppo- 

sés sécréteurs. 

Il apparaissait donc nécessaire d'approfondir la connaissance 

de ces deux formations pour pouvoir à la fois progresser vers l'élucidation 

de leur (s) fonction (s) et disposer de moyens plus efficaces d'étude de leur 

genèse. 

Nous avons pour notre part oeuvré à préciser la structure de 

ces formations à l'échelon moléculaire et tenté d'étudier certains des as- 

pects fonctionnels qui y étaient liés. Nous rapporterons successivenent dans 

les chapitres suivants les résultats obtenus sur l'architecture et la fonc- 

tion de la pellicule des zoïtes, puis ceux obtenus sur les organites denses 

de la région antérieure (Rhoptries, micronèmes). 



ARCUITECCUE WECJLAI E ET PWSI @Lm 1 E 

IiE LA PELLICULE XS ZOITES TYF CQCClI!IE(:. 



1 ARCH ITECTURE MOLECUM IRE DE LA PELL ICULE 

Nous avons étudié la pellicule des zoztes selon 2 voies : d'une 

part l'analyse de répliques de cryofracture, d'autre part l'isolement de 

t9ghosts" et l'étude de leur composition protéique. 

CRY OFRACTURE 

L'utilisation de cette technique a apporté des résultats spec- 

taculaires sur l'architecture des membranes, là où les autres méthodes de - 

préparation ne pouvaient donner que peu d'informations. En effet, la rupture 

sous vide d'échantillons biologiques congelés très rapidement (pour éviter la 

formation de cristaux de glace) conduit à une fracture préférentielle au sein 

de la zone hydrophobe des membranes cellulaires (entre les extrëmités des 

chaînes d'acides gras des phospholipides selon la représentation de DAEU'ELLI 

et DAVSON, 1943) et met en évidence des particules intramembranaires (P. 1. M.) 

dont il a été montré dans certains cas favorables (SEGREST et aZ, 1974) 

qu'elles correspondent essentiellement aux protéines intégrales de la membrane 

(selon le modèle de SINGER et NICHOLSON, 1972). 

Appliquée aux zoïtes, cette technique révèle 3 plans de frac- 

ture dans la pellicule, qui correspondent au plasmaleme et aux deux membra- 

nes du complexe interne. Elle nous a permis de mettre en évidence des diffé- 

renciations très caractéristiques qui seront décrites ci-dessous. 

Nous avons étudié ainsi les sporozoftes d'Eimeria nieschutzi 

et ceux de ~~asrnodit& yoeZii nigerknszs, et les résultats obtenus ont fait 

l'objet des publications insérées en annexe, Par ailleurs, des schizontes de 

seconde génération d1E?'n1eria n e e a t r h  ont fait l'objet d'observutions préli- 

minaires. Enfin, la technique d'ombrage rotatif, récemment introduite, a 

permis d'apporter quelques précisions sur la structure des particules intra- 
\ 

mmbranaires. 



" Freeze F rac tu re  Study of t h e  P e l l i c l e  of 

an Eirnerian Sporozoi te  ( Protozoa , Coccidia ) ." 
J. U l t r a s t r u c t .  Res. 62 , 94-109 , 1978 , én c o l l a b o r a t i o n  avec 

G. To rp ie r .  

( A r t i c l e  i n s é r é  en annexe ) 



3.1.1.2. Le sporozoi te  de PLasm:~diwn y ~ e Z i i  nigeriensis 

" St ruc tu re  de l a  p e l l i c u l e  du spo rozo i t e  de  

PZasmodium yoeZii : é tude  par  c ryo f rac tu re  . " 
C. R. Acad. Sc i .  P a r i s  2 8 8 ,  623-626 , 1979 , e n  c o l l a b o r a t i o n  avec 

G. Torp ier  , P. Maurois , G. Prerisler e t  R, Slnden . 

( A r t i c l e  i n s é r é  en  annexe ) 



3 .1  - 1  . 3 .  Schi zogonie chez Eimema ncxa2ria: 

L'étude par cryofracture de la genèse des méro- 

zoytes chez Eimerîa m c a t ~ x  avait été entreprise dans le but d'analyser 

plus finement l'élaboration de la pellicule, déja partiellement décrite par 

les techniques classiques (voir Ch. 2). La rareté des fractures favorables 

dans les schizontes a lhité l'intérêt de ce travail. Nous avons cependant 

retrouvs la caractéristique originale de cette espèce OC le complexe menbra- 

naire interne est d'abord formé de longues lames dont une partie seulement 

est accolée contre le plasmalemme. Dans ce cas, les quelques images obtenues 

montrent l'absence de particules dans la partie "flottante" (face P i) quand 

les aligncnents caractéristiques sont déjà présents dans la zone accolée au 

plasnialemme (Pl. 8, fig. 2). Par ailleurs, la rosette apicale semble n'appa- 

raître que tardivement dans les mérozoites en cours d'évagination et ne peut 

donc servir de point de repère sur les schizontes immatures. 

Les mérozoites subnatures (ou mûrs, !a distinction 

étant délicate quand ils sont encore dans la vacuole hôte, et le fait d'être 

libérés du reliquat cytoplasmique n'étant pas un critère de maturité, voir  

D U B W E T Z ,  1975) présentent à tous égards des caractéristiques de cryofrac- 

ture comparables à celles des sporozo?teç d'E<me&a n&schulzi ou des zo?tes 

de ,';nrcocystis teneZZa (Pl. 8, fig. '1). Des différences spécifiques peuvent 

exister quant aux densités en PIN, au nombre de plaques du complexe interne, 

au nonibre de rangées de PIK dans les plaques, mais nous n'avozis pas quantifié 

ces données chez E. necatrix. 
-, 

3 . 1 1 4  Apports de l'ombrage rotatif après cryofracture 

.0 

Les observations de répliques de cryofracture de sporozoi- 

tes d'Eimaria nieschuZzz où l'ombrage métallique est réalisé avec rotation de 

l'objet (et non de manière unidirectionnelle conne c'est classiquement le cas) 

appsrtent des inf ormatioas cornpiémentaires sur la structure des narticul es 

intramembranaires (Pl. 8, fig. 3). Seul le plasmalemne a jusque là pu être 

étudié de facon satisfaisante, les couches sous jacentes étant plus rarement 

exposées favorablenient à l'omhrzge. Les P.I.M. apparaissent composées d ê  sous 

unités (de 1,s à 3 nm après ombrage) arrangSes généralement en couronne, le 

nombre des sous-unités croissant avec le diamètre de la particule selon . . 
une relation linéaire. Des images évoquant des fusions de particules sont 

-. 
par ailleurs obsèrvées. 



3.1.2.  ANPLYSE DES GITOSTS DE ZOITES DE SP,RCOCPSTIS 

Le pro tocole  d e  f ract ionnement  c e l l u l a i r e  mis au  p o i n t  pour 

l e s  z o l t e s  de  Saroor?ystis teneZZa (Chapitre  4 )  permet d ' o b t e n i r  des  "ghos ts" 

p u r i f i é s  de z o ï t e s .  Ceux-ci s o n t  c o n s t i t u é s  d e  grands fragments cic p e l l i c u l e  

ayant  conservé l e u r  s t r u c t u r e  trimem5ranaire (P l .  1 1 , f  i g  . 1) . ~ ~ ' o b s e r v ~ t i o i i  

en c o n t r a s t e  de phase montre que l a  forme du z o ï t e  e s t  fréquemment conservée, 

ce  que l e s  coupes f i n e s  de s e c t i o n s  t r a n s v e r s a l e s  fermées révGlent ggalement-. 

Il e s t  co:mnun de t rouver  des  rég ions  a n t e r i e u r e s  d e  t a i l l e  comparable à c e l l e  

de  l a  cape a p i c a l e ,  où p e r s i s t e n t  l e  conoide, l e s  anneaux apicaux e t  l ' anneau  

d ' i n s e r t i o n  des  microtubules  sous p e l l i c u l a i r e s  e t  oiî l ' o n  remarque l ' adhérence  

de  l a  v é s i c u l e  a p i c a l e  au plasmalemme, 2 l 'emplacement de  l a  r o s e t t e  du même 

nom (P l .  1 1 ,  f i g .  2 ) .  Des microtubules  sous p e l l i c u l a i r e s  s o n t  encore p r é s e n t s ,  

s u r t o u t  dans l a  rég ion  a n t é r i e u r e .  

La f r a c t i o n  renferme également des  p r o f i l s  membrsnaires s imples ,  

dont  il e s t  d i f f i c i l e  de savo i r  s ' i l s  v iennent  de  l a  dégrada t ion  de l a  p e l l i -  

c u l e  ou de  membranes cytoplasmiques, enveloppe n u c l é a i r e  en p a r t i c u l i e r .  

L 'analyse é l ec t rophoré t ique  en gel  de polyacrylamide SDS e n  

m i l i e u  d i s s o c i a n t  des  pro  t é i n e s  des  "ghosts" de Sarcocyst9:s met en évidence 

une t r e n t a i n e  de composants p ro t é iques  dans l a  zone 0-100 . Rous de- 

t a i l l e r o n s  p l u s  l o i n  c e t t e  c a r t e  protélqi ie  pour mont rer  q u ' e l f e  d i f f è r e  avant  

e t  a p r è s  a c t i v a t i o n  des  z o ï t e s  p a r  l a  t ryps ine  (Ch. 5). 

3.2, OFISERVAT IONS SUR LA PHYS IOLO. IE DE LA DELL ICI !LE DES ZO ITES 

Les observa t ions  r é a l i s é e s  s u r  l e s  z o ï t e s  v i v a n t s  l o r s  de  l ' i n t e r -  

a c t i o n  avec des  c e l l u l e s  ou d i v e r s  s u b s t r a t s  nous o n t  convaincu du c a r a c t è r e  

s u p e r f i c i e ?  de  l a  m o t i l i t é  chcz ces  organismes e t  dclnc d'une par t ic : ipa t ion  

très probable de l a  p e l l i c u l e  dans ce'phénomène. Deux a s?ec t s  pr inc ipaux 

s e r o n t  r appor t é s  i c i .  Le riremiex concerne 1' i n t e r a c t i o n  du spo rozo ï t e  dlEinle- 

rio nieschulzi avec d i v e r s  s u b s t r a t s .  Le second e s t  l ' a c t i v a t i o n  par  l a  t r y n -  

s i n e  des  bradyzoztes  de Smcocystis teneZZa. 



3.2.1 . MOTILITE SUPEXF1CIELJ.E C J E Z  LE 'SPOROZOTTE 'DvEII.II.~~l/i 

3.2.1.1. Mouvements des  sporozo"ies : i r ~ t e r a c t i o ~ i  avec un 

support  

Les sporozo: t e s  d 'EZmeda nieschulzi corne 1 a p l ü p a r t  

des  z o ï t e s  de Coccidies  (HAMMOh'D, 1973) ,  présen ten t  deux types  

de nouvements l o r s  de l ' obse rva t ion  s u r  l e  v i v a n t  à 34' C : glissement  s u r  

l e  s u b s t r a t  d 'une p a r t  e t  f l e x i o n  d ' a u t r e  pa r t .  Seul  l e  premier  e s t  i n h i b é  

pa r  l a  cy tocha la s ine  B à p a r t i r  de 20/ug/nl.  1.a c o l c h i c i n e  est  sans e f f e t  

s u r  l a  m o t i l i t é  q u i  e s t  inh ibée  à + 4' C e t  t r è s  r a l e n t i e  à 20' C. 

Les mouvements de g l i ssement ,  dont  l ' ampl i tude  v a r i e  de 

quelques-unes à quelques d i z a i n e s  de l o n g u e u r s c e l l u l a i r e s  a l t e r n e n t  avec 

des phases  de repos de durée v a r i a b l e .  Les gl isseccents  s e  terminent  p a r f o i s  

en  p o s i t i o n  r ed re s sée ,  quand s e u l e  l ' e x t r ê m i t e  p o s t é r i e u r e  du z o ï t e  touche 

encore l a  lame. Dans ce d e r n i e r  cas ,  les z o ï t e s  s o n t  capa5les  de p i v o t e r  s u r  

eux-mê~iies e t  d 'accomplir des  r o t a t i o n s  conplè tes  s u r  l e u r  ex t r êmi î é  posté-  

r i e u r e .  Mais en aucun cas ,  i l s  ne q u i t t e n t  l e  fond pour "nager" dans l e  m i -  

l i e u .  ' A  . . ? . , . .  

Le g l i ssement  a tou jours  l i e u  dans l e  ninenie'sens : l a  par-  

t i e  a n t é r i e u r e ,  p l u s  e f f i l é e ,  se déplaçant  v e r s  l ' a v a n t .  Nous n'avons jamais 

vu de z o ï t a s  d'Eimeria (ou d e  Sarcocystis) s e  dép lace r  v e r s  l ' a r r i è r e ,  sauf 

quand i l s  S t a i e n t  r e f o u l é s  p a r  un o b s t a c l e  souple ( c e l l u l e  p a r  exeniple). 

La v i t e s s e  de déplacement n ' a  pas  e t 6  q u a n t i f i é e  de façon  

p r é c i s e  mais  e l l e  peu t  ê t r e  grossièrenient est imée 2 envi ron  une longueur par 

seconde, s o i t  de l ' o r d r e  de I O p / s .  

Lorsque l e  s u b s t r a t  ( I m e  d e  v e r r e )  e s t  a r t i f i c i e l l e m e n t  

couver t  de  charges p o s i t i v e s  pa r  absorp t ion  de p o l y l y s i n e  (FISHER, 1975), 

e t  que l ' o n  observe l a  sédimentat ion progress ive  de  sporozoï  t e s  d1E<rnema 

n.iesehuZzi, on cons t a t a  q u ' a r r i v é s  à proximité  d'une t e l l e  su r f ace ,  l e s  20:- 

tes s o n t  brusquement a t t i r é s  e t  s ' é t a l e n t ,  l y s é s ,  s u r  l e  v e r r e .  Seuls  ceux 

q u i  tombent s u r  l ' e x t r ê m i t é  p o s t é r i e u r e  ne sont  pas tués  e t  peuvent p i v o t e r  

comma d é c r i t  ci-dessus ; i l s  sub i s sen t  cependant l e  s o r t  de  l e u r s  congénères 

s ' i l s  se ccuchent s u r  l a  lame. 



3 . 2 . 1 . 2 .  Interaction cles zoites avec des éléments fisurés 

(hématies) (Pl. IO, fig. 4, 5) 

La  mis^ en présence de sporozoïtes d ' E.imer4n ~ l i e schu t z i  

et d'hématies (de souris) permet d'observer des phSnoiuères curieux d'inter- 

action entre les deux types cellulaires. Il est ainsi fréquent de voir des 

sporozoïtes en cours de déplacenient venir au contact d'une hématie, soit Far 

la ~artie antérieure, soit par un point quelconque de leur surface et, le 

zorte restant sur place, de voir l'hématie glisser le long du rarasite 

jusqu'à llextrêmitP, postérieure où elle reste accrochi5e plus ou moins long- 

temps pendant les déplacements ultGrieurs du parasite. Ce phénomène se dérou- 

le à une vitesse comparable à celle des déplacements sur la lame. 

Dans le cas 05 les hématies sont fixées sur le fond par 

une couche de polylysine, le zoïte peut, toiit en restant accroché à un globri- 

le par son extrëmité postérieure, entrer en contact avec une autre hématie 

et la déformer par glissement du point de contact vers l'arrière (la défor- 

nation est réversible, le contact pouvant revenir à son point de départ lors- 

que le sporozoïte semble relâcher la tension). 

3.2.1.3. Interaction des sporozo?tes avec une molécule char- 

g6e positivement : la ierritine cationisée 

La ferritine cationisée (ferritine enrichie en grouDe- 

ments - NH2, 1 7  8, au lieu de 4,6 ponr la protéine native) a été introduite 

par DANON e.t a2 ( 1  972) pour 1 'étiide ultrastructurale des sites anioniques 

membranaires à pH physiclogiqiie. I,e marquage de cette molécule par la £1110- 

resceine (KING R PRESTON, 1977 a) a étendu son %age à la microscopie photo- 

nique. 

Nous avons ut3 lis6 la £ erri tine cationisée native (:IILES) 

ou le dérivé fluorescent préparé pour nous par D. AFCHAIN et S. FRTTIT 

 in incubation de sporozo'i tes vivants dlE<meria niesc?FuZzF 

dans une solution de ferritine cationisée (50p~/ml, PRS) conduit à un mar- 

quage général du plasmaleme (Pl. 9, f i ? .  1, 3 ; Pl. 10, fig. 2) qui peut 

être suivi d'une redistribution du ligand (formation d'une ''cap$) sur l'ex- 

trêmite posterieure de la cellule (tache brillante en fluorescence, amas de 

molScules en ultrastructure, Pl. 9, fig. 2, 5, 7). 



Si lllncubati.on est réalisée c3 4 e  C, q~ell.e'~u'-n soit 

la durée, les zoytes restent marques sur toute leur surface (Pl. 10, fig. 2). 

La cape postérieure ne se fome que lorsqu'on laisse se réchauffer le milieu. 

Si l'incubation a lieu à 37' C, de nombreuses capes sont déjà présentes après 

10 secondes ; le microscope électronique montre cependant encore à ce stade 

en plus de la cape quelques petits amas (patches dans la terminologie anglo- 

saxonne, TAYLOK et al, 1971) dispersés 'sur le corps cellulaire (Pl. 10, 

f ig, 3). Après un temps d'incubation de l'ordre d'une seconde à 39" C, les 

cellules sont entièrement fluorescentes, mais présentent déjà une légère cape 

postérieure. Après une minute à 37' C, le pourcentage de capes ne change plus; 

il apparaît par contre un nombre croissant de zoites depourvus de marquaze. 

L'observation à 37' C montre que ces derniers sont vivants et mobiles, et 

sont en fait des cellules ayant abandonné leur cape sur le verre. 

L'incubation à 20' C ralentit le "capPingw et le pourcen- 

tage de capes ne se stabilise qu'après environ 30 minutes. Dans tous les cas, 

il reste approximativement 30 % de zoïtes uniformément marqués ; nous n'avons 

jamais vu bouger de tels zoites, qui sont probablement physiologiquement 

déficients. 

La fixation des cellules par le glutaraldéhyde avant 

l'incubation avec le ligand entraîne un marquage uniforme stable de toute 

la surface cellulaire (Pl. 9, fig. 1, 3), même après neutralisation des 

groupements aldéhydiques libres par le chlorure d'ammonium (selon WESSELS 

et aZ, 1976). La présence de poly L Lysine (Masse moléculaire environ 

230 O00 ,SIGMA) ou d'acide polyglutamique (Masse moléculaire environ 

8 000 , SIGEU) dans le milieu n'influence pas le phénomène quand ils sont 

en concentration vitale (O,] glml pour la première, très toxique pour les l' 
zoïtes, 0,s mg/ml pour le second). L'incubation préalable des zoïtes dans la 

neuraminidase (KOCH-LIGHT, 25 U/ml) pendant 20 minutes à 37" C est également 

sans effet. La cytochalasine B à partir de 20pglml inhibe la formation de 

capes et l'effet n'est pas dû au diméthglsulfoxyde, vecteur de la drogue dans 

le milieu. 

Lors des observations sur le vivant, If arrive de rencon- 

trer des zoïtes partiellement fluorescentr; , c'est-à-dire dont la partie an- 

térieure est dépourvue du marqueur sur une certaine longueur (Pl. 9, fia. 5 ) .  

Tous les intermédiaires entre la fluorescence uniforme et la cape ont été 

observés et ils pouvaient représenter jusqu'à IO % des parasites rencontrés. 

Aucun d'entre eux n'était cependant mobile. 



La formation de capes n'a aucun effet sur la distribution 

des particules intramembranaires du plasmalemme ou du complexe interne. 

3 . 2 . 2 .  DECLENCIIEMENT DE LA MOTILITE DES Z O I T E S  DE S R  COCYSTIS 

TENELLA PAR LA TRYPSINE 

3 . 2 . 2 . 1  . Activation enzymatique des zoïtes 

Certains des zoïtes étudiés ne sont pas spontan6ment 

mobiles à 37' C en solution saline physiologique. C'est le cas en particulier 

des bradyzoïtes de Sarcocystis tenella.  Nos travaux sur cet organisme ont 

nécessité d'en obtenir l'activation i n  vi tro.  Pour ce fai.re, nous avons tenté 

de nous rapprocher des conditions naturelles d'infestation (récemment recon- 

nues à l'époque pour être celles régnant dans l'intestin du chat, ROt";EL 

e t  al ,  1972). 

Le déclenchement enzymatique de la motilité par la trypsi- 

ne (DIFCO 1 : 250) a ainsi été démontré (DUBREMETZ et al,  1575). (??'ayant 

pas jusque là analysé l'effet des inhibiteurs spGcifiques et ayant observé 

un effet activateur de l'alphachymotrypsine, nous rie pourrons ici définir 

avec certitude l'enzyme ac.tif, à moins que les deux le soient). D'autres 

protéases (~apaïne, pronase, pepsine) se sont avérées incapables de déclen- 

cher le mouvement, de même que les phospholipases C et D. Par contre, cer- 

tains substituants ont été mis en évidence, qui miment l'action de la try- 

psine mais sont généralement beaucoup moins efficaces, c'est-à-dire que 

l'activité des zoïtes est alors très faible et ne permet pas la pénétration 

dans les cellules. Il s'agit du s6rm de veau, de certains détergents non 

polaires comme le Triton X 100 (0,OI %), ainsi que la bile de boeuf ou le 

taurocholate de sodium à 1 %. 

L'activation persiste après lavage 'et resuspension des 

zoïtes dans une solution saline dépourvue d'enzyme. 



Enregistrement densitométrique d'a~torrdio~rannies de zoites 

de Sareocystis tene Z Za iodés par la lactoperoxydase. 

1 : zoites iodés 

2 : zoites iodés puis trypsinés 

( voir planche 11 , pistes p et G ) 



3.2.2.2. Modifications membranaires lors de l'activation 

3-2.2.2.1, - L'étude par cryofracture de zoïtes fixés 
avant ou après activation n'a pas révélé de différence significative dans la 

densité en particules intramembranaires ni dans leur distribution entre les 

faces. Les alignements de particules de la face Pe existent aussi bien avant 

l'activation qu'après et, bien qu'ils paraissent plus abondants dans les zoï -  

tes fixés en cours d'interaction avec des cellules, nous n'avons pu quanti- 

fier cette impression, faute de pouvoir observer la totalité de la surface 

de chaque zoite. 

3.2.2.2.2. - L'étude biochimique a par contre révéle des 
différences entre les profils électrophor6tiques de pellicules de zoltes 

isolées avant ou apres activation (Pl. 11). La différence essentielle intro- 

duite par l'activation se traduit sur des gels peu chargés par la disparition 

d'une protéine majeure de 32 Kû et l'apparition d'une protéine de 18 KD. Des 

dépôts plus importants et une résolution plus fine montrent que la situation 

est plus complexe et que des groupes de polypeptides sont concernés ; ils ré- 

vèlent par ailleurs de très nombreuses différences mineures, disparition ou 

apoarition, atténuation ou renforcement de bandes, s'étageant sur toute la 

longueur du profil. 

L'iodination des protéines superficielles par 

la lactop&roxydase montre également une modification du profil obtenu lors 

de l'action de la trypsine. 

En effet, les autoradiogrammes d'électrovhorèse 

de zoïtes iodés montrent quatre bandes majeures (83, 30, 22, 20 KD) tandis 

que chez les mêmes zoïtes iodés puis trypsinés une cinquième bande apparaît 

(17 KD) alors que la bande 30 W est fortement atténuée. Un léger glissement 

du composant 83 KD vers 81 KD accompagné d'un renforcement d'intensité rela- 

tive est également noté. 



Les résultats obtenus, tant sur le plan structural que sur l'aspect 

fonctionnel, sont loin de permettre l'explication de la physiologie membra- 

naire des zoïtes de Coccidie. Les ques*tions abordées nous conduisent cepen- 

dant vers une définition plus précise des problbes posés par cette pellicule. 

La caractéristique à nos yeux la plus importante est le 

de motilité superficielle des zoïtes. Cette propriété, rarement évoquée dans 

la littérature permet en effet d'expliquer tant la mobilité des parasites que 

la dynamique de la pénétration dans la cellule hôte. 

Elle est probablement une nouvelle illustration de la "fluidité 

membranaire" . Suggéré,e par SINGER et NICOLSON (1 972) et abondamment démontrée 

depuis. 

Nous tenterons donc de replacer nos résultats dans le cadre de cet 

important: aspect de la Biologie Cellulaire. 

FORMATION DE CAPES 

3.3.1.1 . - Charges superficielles des zoïtes 

Le marquage des zoïtes par la ferritine cationisée 

témoigne de la présence de charges négatives superficielles couvrant la cellu- 

le. Cette propriété est banale, la plupart des cellules possédant une charge 

de surface résultante négative (WEISS, 1969). Cette charge fut d'abord étu- 

diée par électrophorèse des cellules entières (AMBROST E. J., 1966), puis 

par l'utilisation de techniques cyt-ochimiques léthales (Fer collo~dal, 

GASIC et al ,  1 968) puis vitales (Ferri tine cationisée, DANON et a l ,  1 972) . 
Cette dernière molécule a sur les autres 1' avantage de permettre 1 'observation 

sur le vivant. Son inconvénient majeur est qu'elle induit un réarrangement 

des charges de surface (discuté plus bas) et qu'il s'agit donc d'une sonde 

perturbatrice. En fixant préalablement, ou en opérant à 4' C, on obtient 

toutefois une image relativement fidèle de la répartition su~erficielle des 

charges et certains sont allés jusqu'à quantifier la capacité de liaisons 



possibles (~ar fluorescence, KING et PEIESTON, 1977, ou marquage radioactif, 

GRINMIL & MYES, 1979). Des doutes ont cependant été récemment émis sur 

l'innocence de la fixation, même quand elle est suivie d'une neutralisation 

des groupznexits chargés introduits (BLXRY & FlOC)D, 1979). En effet, le pon- 

tage des pr6tGines par le fisateür peut modifier leur structure tertiaire et 

par là l'exposition superficielle des groupements chargés. D'après ces au- 

teurs, la fixation au fornialdéhyde n'a pas ce dgfaut, mais elle a rarement 

été utiliséeavant les marquages par la f erritine cationisée. 

Les charges négatives de surface sont attribu6es essen- 

tiellement aux groupercents carboxyl (acides sialiques, acides minés), aux 

phosphates (phospholipides), aux sulfates (sulfolipides) (KING & PRESTOX, 

1977, BURRY & VOOD, 1979). Dans le cas des sporozo~tes, il semble qu'on puisse 

exclure 6ne participation des acides sialiques, la neuraminidase étant sans 

effet sur l'interaction avec le ligand. C'est également le cas chez les ami- 

bes (KING & PRESTON, 1977), les neurones en culture (IJESSELLS et az, 1976), 

les trypanosomes (DTUER, 1975), les cellules pancréatiques B (MOIELL et 

TYHURST, 1977), les cellüles d'hépatome de rat (MOLLER et C W G ,  1978), les 

mycoplasmes (SCHIEFER et al, 1976), alors que dans d'autres cas, illustrés 

en particulier par les h6maties (DANON et al, 1972) ou divers types cellulai- 

res normaux ou transformés (MASIKOWSKI et aZ, 1974), l'action de la neurami- 

nidase supprime ou diminue considérablement le marquage par fa ferritine Ca- 

tionisée. 

L'absence d'acides sialiques chez les Protozoaires (voir 

PHILIPPE et aZ, 1979) pourrait expliquer nos résultats sur ce point. 
?- 

Chez des stades intraerythrocytaires de PZasmodium berghe;, 
(1 976) 

SEED et ECREIER met tent en évidence par electrophorèse une charge nette néga- 

tive à pH physiologique et l'attribuent aux phospholipides. Cependant, la 

charge électrophorétique d'une cellule n'est pas comparable à celle détectée 

par les ligands (BURRY & WOOD, 1979) et, comme RING et PRESTON (1977), il 

nous semble possible d'exclure une telle interprétation pour les sporozoïtes 

car on imagine mal une "capping" des phospholipides tel que celui visualisé 

par la ferritine cationisée. 

La nature des sites anioniques mis en évidence à la surfa- 

ce des sporozoïtes dlEimeria reste donc à déterminer. Les phénomènes de cny- 

ping observés accroissent l'intérêt de cette détermination, puisqu'ils mon- 

trent qu'il s'agit de sites iaobiles dans le plan de la pellicule et que leur 

étude peut apporter des informations sur la physiologie de cette dernière. 



3 . 3 . 1 , 2 .  Capping 

La formation de capes induites par des ligands multiva- 

lents, observée pour la première fois chez des lymphocytes B (TAYLOR et al, 

1971), a été décrite depuis chez de très nombreux types cellulaires. Ce phé- 

nomène consiste généralement en un marquage général de la surface cellulaire 

suivi par une redistribution en plages ("clustering""patching") puis en une 
I 

seule cape ("capping") du ligand suivi d'une phagocytose ou d'une élimination 

dans le milieu ("shedding") (SCHREIhiR & UNANUE, 1976). Les ligands induisant 

le "capping" sont des anticorps, des lectines, des polycations, des hormones. 

Des comportements très variables ont été décrits quant aux conditions de blo- 

cage ou de déclenchement du phénomène en fonction des cellules, des ligands, 

de la température, d'agents pharmacologiques divers. Une telle diversité a 

rendu caducs les essais successifs d'interprgtation unitaire du phénomène et 

il a été suggéré qu'il puisse s'agir de processus différents régis par des 

mécanismes distincts (SCHREINER et UNANUE, 1 97 6, NICOLSON, 1 97 6, GERSIION, 

1978). 

Une distinction essentielle est à faire entre le regroupe- 

ment de récepteurs en petits aggregats (Clu~tering~patching) et la formation 

d'une cape. Le premier phénomène est usuellement spontané, independant des 

drogues, inhibiteurs mGtaboliques, ou du ligand pourvu que ce dernier soit 

multivalent et il correspond à une précipitation des protéines dans le plan 

de la membrane, induite par le ligand (NICOLSON,1976, GERSHOY,1978). Il n'est 

restreint que dans certains cas à basse température, et la cause en serait 

l'accroissement de viscosité des lipides membranaires (SCILREINEJI et m.QRE, 

1976). Le capping est par contre lié à l'intégrité métabolique de la cellule 

et deux mécanismes principaux ont été .avances pour l'expliquer. Le premier 

fait intervenir les éléments du cytosquelette qui reconnaîtraient plus ou 

moins directement l.es aggrégats ligand-induits et les conduiraient à un pôle 

de la cellule (De PETRIS, 1977). Le second implique un mouvement polarisé de 

la membrane ou de certains de ses composants (qui entraînerait les aggrégnts 

(lipid f low, BRETSCKER, 1976). Les deux systèmes pourraient exister isolément 

ou simultanément (STERN et al, 1,47 9)  . 
Dans tous les cas, la formation de capes apparaît comme 

unnioyen pour la cellule de neutraliser une molécule toxique ou sensibilisante. 



La signification biologique du phénomène est surtout apparente dans le cas 
11 des cappings" immuno induits : stimulation de la mobilité des lymphocytes B 

(UNANUE e t  nZ, 1974), élimination des anticorps de l'hôte chez divers para- 

sites (voir plus loin). Le rejet (shedding) de la cape apparaît alors corne 

un cas particulier de la propriéte qu'ont les cellules de relarguer des corn- 

posés superficiels dans le milieu (DOLJANSKI et W'ELLER, 1976). 

3.3.1.3. "~a?ping" dlAnticorns chez les Protozoaires parasites 
-A --.. - -.- 

La formation de capes provoquée par l'interaction avec * 
des anticorps spécifiques a été décrite chez divers protozoaires parasites 

avec une précision variable. 

Chez ToxqpZasma gondi i ,  1 'incubation de zoïtes dans un ---.- 
sérum humain immun , puis dans des anticorps anti-globulines humaines 
fluorescents , marqués par la peroxydase ou radioactifs induit le capping 
des ligands , le phénomène étant inhibé à basse température ou par les 

inhibiteurs métaboliques. Les auteurs ( DZBENSKI et ZIELINSK4, 1976 ; 

DZBENSKI e t  a l ,  1976 ) attribuent à la cape une localisation antérieure , 
mais leurs images ne sont pas convaincantes. Ils signalent d'autre part 

un rejet des capes dans le milieu mais n'ont pu en obtenir de preuve 

directe. 

Les sporozoïtes mûrs de certains PZaçmodim incubés à 

37' C dans le sérum d'un hôte immun développent une "circumsporozo~te 

precipitate (CSP) reactionl' qui consiste en une accumulation progressive de 

matériel filamenteux couvrant la partie postérieure du sporozoïte et se pro- 

longeant par une traîne dépassant parfois la longueur du parasite. A 4', ou 

fixé, le parasite est uniformément couvert par le "coat" et la traîne ne se 

forme pas. 11 semble donc s'agir bien ici d'une formation de cape, "attempt 

by the parasite to shed the coat deposited as a result of its interaction with 

immune serum" (COCHRANE e t  aZ, 1976) . Il faut noter que lorsque cette réaction 
avait été décrite pour la première fois, elle avait été localisée à la partie 

antérieure des zoïtes (VANDERBERG et aZ, 1969) et interprétée comme une sécré- 

tion des rhoptries (VANDERBERG e t  aZ, 1972). Cette observation erronCe avait 

par ailleurs mené à croire que les sporozoïtes avancaient à reculons (VANDER- 

BERG, 1974). Cette remarque justifie nos doutes quant à la localisation exacte 

de la cape observée chez ToxopZasma. 



Nous avons réalisé des expériences préliminaires d'incu- 

bation de sporozoites dlEimema nieschuZzi avec un sérum de lapin immunisé 

puis avec un conjugué anti-immuno globulines de lapin fluorescent. Elles ont 

montré un capping postérieur et une élimination de la cape formée. 

Si toutes les caractéristiques de ce phénomène restent à 

étudier, il confirme la polarité antéropostérieure du capping chez les zoïtes 

de Coccidiomorphes. L'apparente exception du Toxoplasme reste à confirmer et 

nécessite une investigation plus précise. 

Les flagellés présentent également des réarrangements 

superficiels immunoinduits. Le phénomsne a été étudié très précisément chez 

LeEshania donovani (DWYER, 1976). Qu'il s'agisse d'imunofluorescence direc- 

te ou indirecte, et de sérums immuns naturels ou induits, le marquage unifor- 

me de la surface cellulaire est,suivi par une aggrégation puis un "cappingl' 

du ligand vers la région antérieure du flagellé où se trouve le dictyosome 

(pro ou amastigote). Les inhibiteurs métaboliques, le froid, inhibent le phé- 

nomène, la colchicine et la cytochalasine B sont par contre inopérants et 

cette inefficacité est rapprochée de leur absence d'effet: sur la motilité 

des promastigotes. 

Des variations existent quant au déroulement du processus 

chez les autres flagellés étudiés. Chez Trypmosoma brucei, deux couches 

d'anticorps (Immunofluorescence indirecte) sont indispensables et BARRY (1979) 

l'explique par l'impossibilité de la première couche d'anticorps à former le 

réseau nécessaire à l'aggrégation. Chez Trypanosoma Zewisi, le capping par 

anticorps dirigés contre le parasite est inhibé à 4' (CHERIAN et DUSANIC, 

1978) alors que celui par anticorps dirigés contre les immunoglobulines d'hôtes 

présentes à la surface du parasite se déroule également à 0' C (GIANIJINI et 

D'ALESANDRO, 1978), ce qui conduit les auteurs de ce dernier travail à conclu- 

re que le capping des protéines extrinsèques requiert moins d'énergie que 

celui de molécules plus profondément ancrées. 

Chez les amibes NaegZeria fowZem (FERRANTE et TIIONG, 

1 979) et Entumoeba histozytica (AUST-KBTTIS et SUNDQVIST, 1 978) , un capping 
est également obtenu par une double couche d'anticorps, suivi d'une phagocy- 

tose de la cape. 



Ces exemples montrent que chez les Protozoaires existent 

des phénomènes membranaires comparables à ceux décrits chez les cellules de 

vertébrés et qui peuvent également être interprétés comme un moyen pour la 

cellule d'éliminer un ligand, La polarité du phénomsne est ici souvent beau- 

coup plus marquée car elle préexiste chez l'animal alors que sur les cellules 

d'organismes supérieurs, l'uropode souvent fonné (SCHREINER et UNANUE, 1976) 

est une conséquence du "capping". Enfin, une relation entre formation de 

capes et motilité cellulaire apparaît ici alors qu'elle est beaucoup moins 

nette dans les cellules de vertébrés (NICOLSON, 1976)- 

3.3.1.4. Capping de polycations 

Le fait que la ferritine cationisée autorise la mise en 

évidence des charges superficielles à pH physiologique a conduit à la faire 

agir sur des cellules vivantes et la redistribution induite par le ligand a 

ainsi été rapidement mise en évidence , chez des cellules BRK en culture ' 
(GRINNEL et al, 1975), puis chez d'autres types cellulaires, in vitro 

(neurones : WESSELS et al ,  1976, hepatome : MOLLER et CHANG, 1978, ascite 

dlErlich : SUBJECK et WEISS, 1975, macrophages : SWTELSKY et HARDY, 1976) et 

in vivo (épithelium de vaisseaux, SKUTELSKI et DANOK, 1976). Dans la plu'art 

des cas étudiés, un caractère assez régulier de l'interaction mec la ferri- 

tine cationisée est l'indépendance du phénomène à l'égard des irihibiteurs 

métaboliques et de la température. Ceci est également vrai pour d'autres 

polycations (LARSEN, 1977) et est interprété comme une précipitation des 

macromolécules dans la membrane, plus efficace ici qu'avec les lectines ou 

les anticorps étant donné le plus grand nombre de sites par molécule de ligand 

(LARSEN, op. c i t . ) .  Il se pourrait par ailleurs que les polycations inter- 

agissent avec des molécules plus superficielles (ce qui se rapprocherait du 

cas observé par GIANNINI et D'ALESANDRO chez Trypanosoma). 

Plus proches de nos résultats, les observations de KING 

et PRESTON (1 977 b) sur l'amibe NaegZeria gruberi font état de la dépendance 

du phénomène envers la température, et de sa rapidité, conditions également 

retrouvées chez les sporozoïtes. Il faut cependant noter que dans les deux 

cas la redistribution des sites n'affecte pas les propriétés de motilité cel- 

lulaire et de pénétration dans une cellule hôte pour EZmeria et que donc les 



sites reconnus par la ferritine cationisée ne sont ni (les seuls) impliqués 

dans l'interaction avec le substrat, ni nécessaires à l'invasion de la cellule 

hôte. Cependant, le phénomsne observé témoigne de la capacité pour le sporo- 

zoïte de déplacer de manière orientée un ligand le long de sa surface. 

Ceci était déjà suggéré par le comportement de PZasmod.iwn 

ou ToxopZasma envers les anticorps. Nous montrons ici que cette propriété 

chez les sporozoïtes dlEimeria présente la même orientation, les mêmes 

inhibiteurs et une célérité comparable à celle de la mobilité par glissement 

de la cellule. Ceci nous conduit à suggérer que les deux phénomènes pour- 

raient procéder d'un mécanisme fondamental commun, propriété originale de la 

surface des zoïtes, qui reste à expliquer. 

3.3.2. MOTILITE SUPEUICIELLE 

3.3.2.1. Existence 

L'interaction de sporozoïtes d' E<mema nieschuZzi avec 

des élénents figurés est un événement spectaculaire, extrêmement éloquent 

quant au mécanisme de glissement qu'il suggère. Nous ne l'avons pas découvert : 

WC MARQUARDT (1 966) décrit une telle interaction entre des mérozoïtes de la 

même espèce et des particules du contenu intestinal. D'autres exemples de 

glissement de particules sur une surface cellulaire sont connus : chez les 

cellules en culture (ABERCROMBIE et al ,  1970), sur des flagelles (BLoODGOOD 

et al, 1977, 78, 79). Le second type semble assez répandu (Héliozoaires, 

Flagellés, Blastule d'oursin) et est comparable à ce que nous observons chez 

les sporozoïtes bien que le mouvement puisse se faire dans les deux directions 

le long de l'axe flagellaire : "gliding is a physiological expression of the 

force transduction artificially visualized by using polystyrene microspheres 

attached to the f lagellar surfacet' (BLOODGOOD, 1978) . 
Nous pensons de la même manière que ce que nous avons 

observé est la traduction du mécanisme de glissement des sporozoïtes, formation 

d'une jonction transitoire mouvante avec le substrat, ce dernier devenant la 

partie mobile du couple quand il est plus léger que le zoïte (cas de l'hématie) 



Le problème se pose donc d'une part de la nature de 

l'interaction avec le substrat et d'autre part de la nature et des propriétés 

du site d'interaction à la surface du parasite. 

La première question demande des investigations supplé- 

mentaires, en particulier mesure de la distance d'interaction et effet des 

ions. Chez FJaegZeria; PRESTON et KING (1 978) établissent 1 'existence de for- 

ces d'attraction électrostatiques avec le verre. Rien ne permet encore d'en 

faire état chez les sporozoïtes. 

La seconde question est liée à fa première, mais elle 

peut recevoir déjà certains éléments de réponse. Par exemple, l'initiation de 

l'interaction n'a pas toujours lieu à l'apex du zoïte, mais à n'inporte quel 

pioint de sa surface. Plus difficile est de savoir si l'interaction est induite 

par le sporozoïte au point de contact ou si elle est spontanée lors du con- 
" 

tact. Le fait que le mouvement des zoïtes soit discontinu indique çoit qu'il 

existe un flux continu dans la pellicule, mais que le zoïte module l'inter- 

action, soit que le zoïte module le déplacement lui-même. Pl est encore trop 

tôt pour y répondre. 

Cet ensemble de questions reste un domaine d'investigation 

ouvert. BLOODGOOD et aZ, 1979 proposent pour le système flagellaire un modèle 

idéalisé où le récepteur serait une protéine transmembranaire qui pourrait 
A etre en relation avec un microtubule par un pont ATPasique. Une intervention 

des protéines peut être évoquée également ici, renforcee par les modalités 

du déclenchement de la motilit6 chez Sarcocystis ail il semble que l'évènenient 

soit la coupure d'une protéine accessible à l'iodination enzymatique. Chez 

les sporozoïtes de PZczsmod;wn, VAhQERBERG a mis en évidence une activation 

par le sérum, qu'il a attribué à la serumalbumi.ne (1974) mais dont nous nous 

demandons si elle n'est pas en fait liée à une protéase sérique, telle la 

thrombine (qui détache par exemple la fibronectine de fibroblastes en culture, 

MOSHER et VAHERI, 1978), à moins que l'interaction récemment découverte avec 

des facteurs spécifiques de l'hôte (VANDERBERG et oz, 1980) soit à incriminer. 



3 . 3 . 2 . 2 .  Motilits superficielle et pjnétration 

L'homologie mécanique entre la motilité pas glissement 

et la pénétration dans la cellule hôte est étroite. La description d'une 
11 . jonction mouvante" (AIKAIJA et al, 1978) lors de la pénctration des erythro- 

cytes par les mérozoïtes de PZasmodiwn renforce cette hypothsse en montrant 

l'importance de l'interaction entre les membranes de l'hôte et du parasite 

lors de l'invasion. Si, comme nos observations chez Smcocystis et Tozovtaçma 

semblent le suggérer, un phénomène comparable existe chez les autres Cocci- 

diomorphes, il est concevable d'identifier le mécanisme d'entrée dans la cel- 

lule à celui du glissement ; les seules différences pourraient éventuelle- 

ment résider d'une part dans la jonction zoïte substrat ou cellule, d'autre 

part dans la mise en jeu simultanée de plusieurs sites ou d'un anneau lors de 

l'invasion alors que pour le glissement un seul site pourrait suffire. Cette 

hypothèse est ouverte à l'expérimentation. 

3 . 3 . 2 . 3 .  Mécanisme possible 

L'orientation antéro postérieure du mouvement des zoltes 

est calquée sur celle des microtubules sous pelliculaires et des alignements 

de particules du complexe membranaire interne. Ceci nous conduit à considérer 

ces éléments structuraux comme pouvant être responsables au moins de l'orien- 

tation de la mobilité en servant de guides, d'axe de référence au mGcanisme 

mis en jeu. BLOOLGOOD et al, 1979 attribuent un rôle similaire aux microtu- 

bules flagellaires dans leur système. 

Bien que n'ayant pas d'éléments expérimentaux pour 

l'appuyer, nous inclinons à penser que le complexe membranaire interne 

pourrait intervenir également d'une manière dynamique et être méne le mcteur 

du système. La symétrie de cette formation peut en effet amener à en comparer 

chaque élément (chaque plaque) à un ruban continu fermé, et à imaginer un 

fractionnement en tapis roulant qui pourrait entraîner les éléments du plas- 

malemme sus jacent servant à la jonction avec le substrat. 

Des modulations de l'état dynamique du ruban, des inter- 

actions entre les éléments mobiles du complexe interne et ceux du plasmaleme, 



de c e l l e s  e n t r e  l e  plasmalemme e t  l e  s u b s t r a t  pour ra i en t  exp l ique r  l e s  Ca- 

r a c t é r i s t i q u e s  de d i s c o n t i n u i t é ,  d ' i n i t i a t i o n  a l é a t o i r e  e t  a u s s i  d e  mise en 

j eu  d 'un  nombre v a r i a b l e  de s i t e s  de c e t t e  m o t i l i t é  s u p e r f i c i e l l e .  

Notons q u ' i l  f a u d r a i t  d é f i n i r  d 'une p a r t  l a  source éner- 

gé t ique  de ce  système ( a c t i v i t é s  ATPasiques p a r  exemple) e t  d ' a u t r e  p a r t  l e s  

molécules impliquées : on p o u r r a i t  dans l e  cadre  de l a  " f l u i d i t é  membranairel' 

imaginer des  p r o t é i n e s  g l i s s a n t  de manière o r i e n t é e  dans un ruban l i p i d i q u e  

i n e r t e  e t  intez-agissant  avec des p r o t é i n e s  du plasmalemme e t  il s e r a i t  a l o r s  

t e n t a n t  de  l e s  i d e n t i f i e r  avec l e s  p a r t i c u l e s  intramembranaires ; l a  poss ib i -  

l i t é  d'un t e l  g l i ssement  rap ide  des  Pi34 dans l a  bicouche l i p i d i q u e  a é t é  dé- 

montrée au moins dans un cas ,  chez un f l a g e l l é  t e r m i t i c o l e  ( T M ,  M79). 

Ce modèle hypothét ique r e s t e  à éprouver pa r  l 'expérimen- 

t a t i o n .  Il c o n s t i t u e r a i t  un système o r i g i n a l  de m o t i l i t é  e t  p o u r r a i t  repré- 

s e n t e r  l e  r ô l e  majeur du complexe membranaire i n t e r n e  chez l e  z o ï t e .  



Une pa r t i e  de ce t r a v a i l  a é t é  publiée sous le t i t r e  : 
1 I Charac te r i s t i c  prote ins  of micronemes and dense granules £rom Sarcocyst?k 

temZZa zoites",  DUBW?IETZ J. F. DISSOUS, C . ,  Molecular and Biochernicai 

Parasi tology ( 1  9801, 1 ,  279-289. 



La référence quasi permanente des auteurs ayant étudié la pénétra- 

tion des zoïtes ou même simplement leur morphologie à une intervention possi- 

ble des rhoptries ou des micronèmes dans le phénomène. contraste avec le 

peu de travaux réalisés jusque là pour tenter de démontrer cette hypothèse. 

L'étude d'organites inconnus passe nécessairement par fa caracté- 

risation de leur contenu et celle-ci est facilitée par l'isolement des orga- 

nites considérés. Nous avons voulu aborder ce problème dans le but de pouvoir 

ensuite étudier le rôle de ces organites. 

Comme une telle étude supposait la mise au point de protocoles de 

fractionnement cellulaire pour lesquels aucun travail préalable n'était dis- 

ponible chez les Sporozoaires, il était nécessaire de l'aborder par un modèle 

facile à obtenir pur et en grandes quantités. Comme peu de zoïtes de Sporo- 

zoaires présentent ces caractéristiques, le choix fut simple et se dirigea 

vers SarcocysVis teneZZa, qui présentait l'avantage supplémentaire de conte- 

nir en très grande abondance l'un des organites recherchés, en l'occurrence 

les micronèmes. 

Les résultats obtenus sur ce modèle permirent d'aborder ensuite le 

fractionnement des zoïtes d1E<rngrZa puis de ToxopZasma, plus difficiles à 

obtenir, mais plus riches en potentialités d'information sur les orqnnites 

apicaux et,pour ToxopZasma,en possibilités expérimentales. 

Nous décrirons d'abord les protocoles de fractionnement mis au point 

puis l'analyse du contenu protéique des fractions obtenues. 



4 1 !TACT IOI'IP!EPflENT CELU L A  IRE DES ZO I E S  

Les techniques d'obtention et de purification des zoltes -ont été 

décrites plus haut (Chapitre 1 ) .  

4.1.1 . BRADYZOITES DE SARCOCYSTIS TEELLA 

4 . 1 1 . 1 .  Homogénéisation 

Cette première étape, préalable indispensable au fraction- 

nement consiste en un eclatement cellulaire dans des conditions respectant 

l'intégrité des organites recherchés. La mise au point de ces conditions a 

nécessité de nombreux essais, car les procédés habituellement utilisés se 

sont avérés inapplicables aux zoïtes. En effet, les homogénéiseurs de DOUNCE 

o.u de POTTER ne lysent qu'une quantité infime des cellules dans des conditions 

normales d'utilisation (une vingtaine d'allers-retour de piston serré au 

DOUNCE, 50 allers-retour au POTTER à I 000 rrm). Le seringuage est inefficace, 

de même que l'homogénéiseur VIRTIS. Les premiers résultats encouraseants sont 

venus de l'utilisation des ultrasons (Generateur MSE) : un traitement très 

bref (3 secondes). a permis dans certsins cas l'obtention d'homogénats très 

riches en organites intacts. 11 s'est cependant av9ré inpossible ae standzr-* 

diser la méthode, l'efficacité de l'homogénéisation variant considérâblement 

d'un essai à l'autre, bien que les conditions expérimentales soient reprodui- 

tes aussi fidèlement que possible. 

Les résultats les plus satisfaisants ont été obtenus en 

utilisant la French Press, dont le principe se rapproche de celui du seringua- 

ge, sous pression beaucoup plus élevée. Une série d'expériences a permis 
2 

d'établir l'optimum d'éclatement vers 50 Kg/cm . Il reste alors 1 à 5 % de 

cellules entières, qui sont éliminées par une centrifugation de 5 mn à 500 gmaX 

Le surnageant représente l'homogénat, qui subit ensuite le fractionnement. 



4.1.1 - 2 .  .Séparat ion des  o r g a n i t e s  

Sédimentation différentielle 4.1 - 1  * 2 * 1  ........................... 

L'homogénat e s t  c e n t r i f u g é  à 12 000 gmax pendant 

,IO mn v ( ro to r  SW50). On o b t i e n t  un c u l o t  q u i  renferme des  c e l l u l e s  p l u s  ou 

moins b i e n  v idées ,  des  granules  denses,  des  mi tochondr ies ,  des  p e l l i c u l e s ,  

des  g r a i n s  d ' a m y l o ~ e c t i n e ,  Le surnageant renferme l e s  micronèmes, des  g r a i n s  

d 'amplopect ine,  des  microsornes e t  des  ribosomes. 11 e s t  à noter  qu 'en aucun 

c a s  l e s  noyaux n 'on t  pu ê t r e  préservés .  v 

4.1.1.2.2. l'gg.£ication des  o r g a n i t e s  

La p u r i f i c a t i o n  des  o r g a n i t e s  est obtenue par  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t s  de d e n s i t é  en  sucrose  ( t o u t e s  l e s  s o l u t i o n s  de  

sucrose  sont  préparées  dans l e  mi l i eu  d 'homogénéisat ion) .  

Le c u l o t  120 000 gmax x min e s t  t r a n s f é r é  dans un 

homogénéiseur de DOüNCE e t  resuspendu dans l e  m i l i e u  d'homogénéisation (à  

r a i s o n  d ' l  m l  par  10' équiva len t  c e l l u l e s )  pa r  5 a l l e r s - r e t o u r  d 'un p i s t o n  

l âche .  Ce t r a i t emen t  augmente l e  rendement en  p e l l i c u l e s  propres  c a r  il a i d e  

à v i d e r  l e s  c e l l u l e s ,  mais il a é t é  c o n s t a t é  q u ' i l  ne f a l l a i t  pas  l e  prolon-  

ge r  c a r  il peut  e n t r a î n e r  progressivement l ' é c l a t emen t  des  granules  denses.  

La suspension obtenue e s t  a j u s t é e  à 1,6 M sucrose  au  moyen de sucrose  2 ,2  M 

et i n t r o d u i t e  dans un g rad ien t  de sücrose d i s c o n t i n u  (2,2 M : 4 m l  ; 1,8  M : 

10 m l  ; 1,6 M : 5 ml-dépôt - ; 1,4 M : 5 m l  ; 1 M : 10 m l ,  0 ,25 M : 2 ml) qui  

e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é  à 4 500 gmax pendant 15 mn, p u i s  1 13 000 gmax pendant 

1 heure  ( r o t o r  SW27). Le m a t é r i e l  p résent  à chaque i n t e r f a c e  e s t  r e c u e i l l i  e t  

d i l u é  avec l a  s o l u t i o n  de sucrose  ident ique  à c e l l e  q u i  l e  recouvre .  Chaque 

f r a c t i o n  e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é e  1 heure à 113 000 gmax pour en sédimenter l e  

contenu. Les c u l o t s  s o n t  a l o r s  s o i t  congelés ,  s o i t  immédiatement préparés  

pour l ' a n a l y s e  u l t r a s t r u c t u r a l e  ou é l ec t rophoré t ique .  
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Les p e l l i c u l e s  p u r i f i é e s  s o n t  obtenues à l ' i n t e r f a c e  

0,25-1 M suc rose ,  a l o r s  que l e s  granules  denses s e  rassemblent  à l ' i n t e r f a c e  

1,8 - 2,2 M. Les i n t e r f a c e s  1 - 1,4 PI e t  1,4 - I , 6  M renferment  des  c e l l u l e s  

mal v idées  ; l e s  initochondries sont  à l ' i n t e r f a c e  1,4 - 1 ,6  M. Les g r a i n s  

d 'amylopect ine t r a v e r s e n t  l e  sucrose 2,2 M e t  forment un c u l o t  au fond du 

tube . 
Les micronèmes s o n t  p u r i f i é s  à p a r t i r  du surnageant  

120 000 gmax x min. Des po r t ions  de 8 m l  de ce d e r n i e r  son t  déposées s u r  des  

g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de sucrose 1 à 1,4 61 de volume 30 m l  e t  c e n t r i f u g é s  à 

72 000 gmax pendant 30 minutes.  Les 7,5 m l  supé r i eu r s  s o n t  a l o r s  a s p i r é s  e t  

remplacés p a r  l e  même volume de tampon d'homogénéisation. C e t t e  é t ape  él imine 

l e s  ribosomes qui  v i endra i en t  i n t e r f é r e r  avec l a  p u r i f i c a t i o n  des  micronZimes 

l o r s  de l ' é t a p e  su ivante .  Les g rad ien t s  sont  a l o r s  r e c e n t r i f u g é s  pendant 

3 heures  à 1 13 000 hax puis  f r ac t ionnés .  La f r a c t i o n  mic"ronèmes q u i  s  ' é q u i l i -  

b r e  v e r s  1 , 2  M sucrose  e s t  d i l u é e  par  1 volume de m i l i e u  d'homogénéisation e t  

sédimentée à 7 2  000 g pendant 45 minutes.  

4.1.1.3. Analyse morphologique des f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

p u r i f i é e s  

Comme aucun a u t r e  procédé (composition, ana lyse  enzyma- 

t ique)  n ' é t a i t  d i spon ib l e  Four c a r a c t é r i s e r  l e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  des 

Sporozoaires ,  l ' a n a l y s e  morphologique u l t r a s t r « c t u r a l e  é t a i t  l e  s e u l  moyen 

d 'éva luer  l e  p ro toco le  de fract ionnement  au cours  de s a  mise  au  p o i n t .  E l l e  

a donc é t é  u t i l i s é e  systématiquement. 

4.1.1.3.1. Les ---- ~ e l l i c u l e s  ------- 

E l l e s  on t  é t é  d é c r i t e s  en 3.2. (page 53 ). 

4.1.1.3.2. L g ç - g ~ g ~ ~ ~ ~ - < g n s ~ s  ( P l .  12, f i g .  1 ,  2) 

. 
La f r a c t i o n  obtenue à l ' i n t e r f a c e  1,8 - 2 , 2  M sucrose 

e s t  composée de granules  p l u s  ou moins i n t a c t s ,  de diamètre  v o i s i n  de 0,6/um, 

l i m i t é s  p a r  une membrane. Tandis  que  l e s  granules  i n t a c t s  conservent  une mor- 

phologie  i den t ique  à c e l l e  q u ' i l s  on t  i n  situ,. ceux q u i  o n t  é t é  cassés  on t  un 



contenu spongieux, plus clair au centre qu'à la périphérie. Les principaux 

contaminants de la fraction sont quelques grains deamy%opectine. 

4.1.1.3.3. Les micronSmes (Pl. 12, fig. 3s 4 )  

Ces organites, après purification, sont de petits 

sacs de 50 x 250 nm environ, limités par une membrane, et au contenu unifor- 

mément dense. Ils ne peuvent être distingués des micronèmes décrits in s i t u .  

La fbction ne renferme pas de contaminants obse=rvables, 

4.1 .2.  SPOROZOITES D ' ERiIERIA NESCHULZI 

Sur la base des techniques développées lors de la mise au 

point du fractionnement des zoïtes de Sarcocys-t;is, nous avons pu aborder celui 

des sporozoItes d'Eimeria nieschuZz2 qui contien~ient une quantité appréciable . 

de rhoptries, en plus des micronèmes également présents (Pl. 1 ,  fig. 4 ) .  Le 

but était d'essayer d'obtenir au moins les rhoptries, non récupérées chez 

Sarcocystis, ou mieux, les deux organites 2 partir du même zoïte. 

4.1.2.1. Momogénéisation 

les conditions d'homogénéisation (108 zoïteshl, French 
2 Press 50 Kg/cm ) retenues your Sarcocystis se sont avérées utilisables pour 

les sporozoïtes d '  Eheria nieschuZzi. Les cellules entières sont ensuite éli- 

minées par 5 minutes de centrifugation à 500 g, 

4.1.2.2. Séparation des organites 

4.1.2.2.1. ___________-___IC-------- Sédimentation différentielle 

Des expériences préliminaires ont montré que la cen- 

trifugation de l'homogénat à 12 O00 gmax pendant 15 mn amenait la séparation 

quantitative d'un culot renfermant cellules mal vidées, qhosts, mitochondries, 



r h o p t r i e s ,  amylopectine deun  surnageant  renfermant micronèmes, ribosomes e t  

"microsomes". C e t t e  s t r a t é g i e  n 'a  t o u t e f o i s  pas  é t é  r e t enue  au d é p a r t  é t a n t  

donné l ' é c h e c  des  t e n t a t i v e s  de p u r i f i c a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  r h o p t r i e s  à 

p a r t i r  de ce sédiment. Un compromis a  é t é  décidé,  a f i n  de pe rme t t r e  l ' a n a l y s e  

d 'une f r a c t i o n  p u r i f i é e  de r h o p t r i e s .  Il c o n s i s t e  à f a i r e  s u b i r  à l 'honogénat  

une c e n t r i f u g a t i o n  à 10 000 gmax pendant 10 mn. Le surnageant  c o n t i e n t  a l o r s  

en  p l u s  des  éléments p r é c i t é s ,  une p a r t i e  des  r h o p t r i e s .  

4 . 1 . 2 . 2 . 2 .  P u r i f i c a t i o n  des  org~~ëmfgç: 

Comme pour Smcocystis, l a  p u r i f i c a t i o n  a  é t é  obtenue 

e n  u t i l i s a n t  des  g rad ien t s  de d e n s i t é  en sucrose préparés  dans l e  m i l i e u  

d ' ho~nogénéisat ion.  

A l a  d i f f é r e n c e  de Surcocystis, nous n'avons pas 

d é f i n i  un p ro toco le  unique de  fract ionnement  à p a r t i r  du nême homogénat, mais 

l e s  expér iences  success ives  ont  permis de dégager d i v e r s e s  p o s s i b i l i t é s  en  

f o n c t i o n  des  r é s u l t a t s  recherchés.  

4.1.2.2.2.1. - Frac t ionneaent  du sédiment 

100 O00 0 x min "max - 
P 

P e l l i c u l e s  : Le c u l o t  e s t  r e p r i s  5 5.10 6quiva- 

l e n t s  c e l l u l e / m l  d a m  l e  m i l i e u  d ' h o n ~ o ~ é n é i s a t i o n  pa r  5 a l l e r s - r e t o u r  dans un 

homogénéiseur de DOU'NCE ( p i s t o n  l âche ) ,  pu i s  a j u s t é  à 1,6  M sucrose.  Cet 

é c h a n t i l l o n  e s t  i n t r o d ü i t  dans un g r a d i e n t  d i scon t inu  de  sucrose,de mêmescarac- 

t é r i s t i q u e s  que c e l u i  u t i l i s é  pour p u r i f i e r  les gliosts de  Sct:~r?ocysis-~~, e t  q u i  

est c e n t r i f n ~ é  dans l e s  mêmes cond i t i ons .  Les p e l l i c a l e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  3 

l ' i n t e r f a c e  0,25 - 1 M. Dans un t e l  système, on r e t rouve  r h ~ p t t i e s ,  ni tochon- 

d r i e s ,  e t  des  c e l l u l e s  mal v idées  à l ' i n t e r f a c e  1 ,6  - 1,4  M. 

Les t e n t a t i v e s  de p u r i f i c a t i u n  q u i n t i t a t i v e  des  

r h o p t r i e s  à p a r t i r  du sédimcct 100 000 gmax x min s e  s o n t  Jusque l à  ouldGes 

par  des  échecs.  E l l e s  on t  t o u t e f o i s  p e m i s  d ' é t z b l i r  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  de 

sCdimentation pouvant présenter  un i n t é r ê t  dans l ' é t s b l i s ~ : e u : e ~ ~ t  de yrotoccle!; 

p r é p a r a t i f s ,  c a r  l a  majeure ? a r t i e  des  r h o p t r i e s  e s t  rasseniblée dans ce c u l o t .  



En i n t r o d u i s a n t  une é t ape  supplémenta i re  p r é l i -  

mina i r e  ( 2  000 gmax, 10 min) des t inée  à é l iminer  l e  p lus  p o s s i b l e  d e  c e l l u l e s  

incomplètement v idées ,  nous avons pu é t u d i e r  l e  coiTlportenient en c e n t r i f u g a t i  on 

d 'une f r a c t i o n  e n r i c h i e  en r h o p t r i e s  e t  ini tochondries .  Le surnageant  20 000 fi ax 
x min e s t  c e n t r i f u g é  à 10 000 pentiiant 10 minutes .  Le c u l o t  e s t  resuspendu max 
dans l e  m i l i e u  d'homogén8isntion à 5  10' équ iva l en t s  ce1lules:rnl. Une p o r t i o n  

de 0 ,4  m l  e s t  déposée s u r  un  radient cont inu  de  sucrose  1,4 - 1,6 1.1 (12 ml) 

e t  c e n t r i f u g é  à 200 000 gmax pendant 2  h  30 (Rotor SW 40).  C e t t e  cençrifuga-  

t i o n  perniet de sépa re r  une f r a c t i o n  e n r i c h i e  e n  mitochondries  2 envi ron  1,45 ?4 

sucrose  e t  une f r a c t i o n  e n r i c h i e  en r h o p t r i e s  à envi ron  1,52 Y ; l a  proximi té  

des  d e n s i t é s  ne p e m e t  t o u t e f o i s  pag une s é p a r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  deux 

types d ' o r g a n i t e s .  

S i  l ' o n  dzpose une p o r t i o n  de 2  m l  de  l a  même 

suspension su r  un g r a d i e n t  cont inu de sucroçe 1 - 1 , 4  M (30 ml) q u i  e s t  en- 

s u i t e  c e n t r i f u g é  à 65 090 gmax pendant 30 minutes (Rotor ST?27),la d i f f é r e n c e  

de  v é l o c i t é  e n t r e  l e s  deux o rgan i t e s  permet également de l e s  s épa re r  n a r t i e l -  

l e m e ~ t .  Une f r a c t i o n  e n r i c h i e  en mi tochondr ieses t  r e t rouvée  e n  bas  du g r a d i e n t  

(P l .  15, f i s .  2) t a n d i s  qii'une bande e n r i c h i e  e n  r h o p t r i e s  e s t  r e t rouvée  v e r s  

l a  mi-parcours  dans l e s  condi t ions  expérimentales  d é c r i  t e s  (P l .  15, f  i g  . 1 ) . 
Dans l e s  deux cas ,  une é l h i n a t i o n  q u a n t i t a t i v ~  

des  c e l l u l e s  mal v i d é e s  n ' a  pas pu ê t r e  r é a l i s é e  e t  l e s  f r a c t i o n s  s o n t  donc 

a f f e c t e e s  par  ce contaminant.  

4.1.2.2.2.2. P u r i f i c a t i o n  des r h o p t r i e s  e t  des  micro- 

nèmes à p a r t i r  du surnageant  100 000 g x min 
max 

Le surnageant  e s t  déposé s u r  un g r a d i e n t  cont inu  

d e  sucrose  1 - l,G M (15 m l  de suspension s u r  20 ni1 de g r a d i e n t )  q u i  e s t  cen- 

t r i f u g é  à 65 000 gnax pendant 30 minutes ( r o t o r  S 2 7 ) .  

On o b t i e n t  deux p i c s  d'absorbante, l ' u n  à l ' i n t e r -  

f a c e  0,25 - 1 14, l ' a u t r e  v e r s  1 ,3 FI. Ce d e r n i e r  e s t  r e p r i s  p a r  3 volumes de su- 

c rose  1 M e t  sédiment6 à 240 000 gmax pendant 15 minutes (S1QO). Le c u l o t  

obtenu e s t  formé de  r h o p t r i e s  t r è s  p u r i f i é e s .  

L ' i n t e r f a c e  0,25-1 H e s t  r e c u e i l l i e  e t  déposée 

sus  un g r a d i e n t  1-1,3 M sucrose (1 m l  de dépôt s u r  14 m l  de g r a d i e n t )  e t  cen- 

l e n t  a i n s i  une s é j a r a t i o n  en- t r i f u g é e  3  h  3 200 000 gma$oeor Si? 4 0 ) .  h, obtL 

t r e  l e s  microsomes,plus l é g e r s ,  e t  l e s  micronèmes, ces  d e r n i e r s  s ' é q u i l i b r a n t  



vers 1 , l  11 sucrose. Les fractions correspondantes sont reprises dans le 

milieu d'homogénéisation et centri.fugées à 240 000 g pendant 20 minutes max 
(30 tor SW50) . 

t 1 2 3. Analyse morpholog ique des fractions pur if iées 

La fraction est constituée en majorité de grands 

fragments de pellicule ayant conservé la structure trimembranaire. Les micro- 

tubules sous pèlliculaires peuvent persister in situ, ou libres dans le 

"ghost". Le conoide est également maintenu en place avec les anneaux apicaux, 

la vésicule apicale et l'anneau d'insertion des microtubules sous pelliculai- 

res. Certaines enveloppes emprisonnent encore des rhoptries ou des mitochon- 

dries ou des profils membranaires de taille variable. 

4.1.2.3.2. Les rho~tries (Pl. 13, fig. 2) 

L'aspect des rhoptries isolées ne diffère pas de ce- 

lui observé in situ.Ce sont des organites allongés, limités par une membrane 

et au contenu uniformhent dense et de section circulaire, s'effilant à une 

extrêmité et arrondis à l'autre. La fraction est contaminée par quelques pe- 

tites mitochondries et une faible quantité de petites vésicules. Quelques 

rboptries présentent une zone transparente aux électrons, qui semble être une 

malformation liée au fractionnement, car elle n'est jamais observée in situ. 

Micronèmes (Pl. 13, fie:3, 4 )  .--------- 

La £raction obtenue renferme des micronèmes et une 

quantité non négligeable de vésiceles microsomales, étant donnéela faible 

différence de densité en sucrose entre les deux.types d'organites. Les micro- 

nèmes sont de petits sacs de 200 x 60 m, limités Far une membrane et au con- 

tenu uniformément dense aux électrons. 11s sont identiques à ceux observés 

in situ. 



Le faible rendement en micronèmes obtenu avec les sporo- 

zoïtes (qui contiennent cet organite en petite quantité) nous a conduit à 

essayer de les isoler à partir d'un autre stade du cycle, dans le double but 

d'en obtenir plus facilement et de vérifier qu'ils sont équivalents à ceux 

du sporozoïte. Les mérozoïtes III (selon ROUDABUSH, 1937) qui sont mûrs vers 

4 1/2-5 jours après infestation, qui sont les plus grands du cycle et qui 

contiennent le plus de micronèmes ont été choisis pour cette étude. Leur 

isolement a été décrit au chapitre 1. Notons que la purification n'est pas 

totale et que la préparation contient encore des éléments issus des cellules 

intestinales (bordures en brosse "par exemple"). 

Nous avons limité notre étude à une centrifugation diffé- 

rentielle d'un homogénat de mérozoïtes (108 cellules par ml, cassées à la 
L 

French press à 50 kg/cm ) .  Quatre centrifugations successives ont été réali- 

sées, le surnageant étant chaque fois repris et centrifugé à la vitesse supé- 

rieure tandis que le culot était fixé ou congelé. Les éta~es successives ont 

été (en rotor Sb150) : 

- 2 000 gmax, 10 min . c u l o t P l ;  

- 12 000 gmax, 10 min -> culot P 2 ; 

- 24 000 gmax, 15 min - culot P 3 ; 

- 240 000 gmax, 15 min - culotP 4. 

L'analyse morphologique des culots successifs a donné les 

résultats suivants (Pl. 14) : P 1 renferme essentiellement des mérozoïtes 

incomplètement vidés dans lesquels on retrouve fréquemment les 2 rhoptries 

très allongées ainsi que des micronèmes et des mitochondries. P 2 est compo- 

sé de mitochondries et de ~ellicules (dont certaines emprisonnent encore 

quelques organites). On y observe également des granules denses de 0,5 /U" 
ainsi que des rhoptries et quelques micronèmes. P 3 renferme encore quelques 

mitochondries, rhoptries, grains denses et débris de pellicules, mais est 

surtout caractérisé par la présence de micronèmes et de profils vésiculaires 

(microsomes). P 4 enfin est un culot très enrichi en micronèmes et: qui con- 

tient aussi des microsontes connarables aux précédents. Les micronCmes contcnus 

. dans P 3 semblent plus denses aux électrons et légèrement plus vol~mineux 

que ceux de P 4 qui sont identiques à ceux des sporozoïtes. 



4.1.3.2.  ~érozoïtes d' Eimeria necatrix 

Jusqu'à présent, une seule expérience de fractionnement 

a pu être tentée avec des mérozoïtes II d' Eimeria necatrix dans le but 

d'essayer de comparer le contenu des micronèmes à l'échelon interspécifique. 
2 Après passage à la French Press à 50 kg/cm , l'homogénat 

a été centrifugé 10 minutes à 20 000 gmax en rotor S6740. Le surnageant a été 

ensuite soumis à 110 000 g pendant 1 h dans le même rotor. Ce second CU- max 
lot a été inclus. Il s'agit d'une fraction enrichie en micronèmes, contenant 

en outre des prof ils vésiculaires de taille et de contenu variable (Pl, 15, 

fig. 3, 4). Les micronèmes sont ici un peu plus ramassés que ceux observés 

i n  situ. 

4.1 .4.  TACHYZOITES DE TOXOPLASMA 

Le Toxoplasme, de par la facilité avec laquelle il croît 

in vi tro ,  représente un modèle de choix pour l'étude de la genèse et du de- 

venir des organites du zoïte. La purification quantitative est toutefois 

beaucoup plus difficile à réaliser que celle des zoïtes de Sarcoeystis et 

d' EZmerYia et n'avait d'ailleurs pas été obtenue jusquqà une époque très 

récente (TRYON et a l j  1978, CIRIMWOOD e t  a l j  1980). Nous avons cependant voulu 

aborder le fractionnement de cettè espèce sur des suspenslons imparfaitercent 

purifiées afin de commencer à définir d'une part les possibilités d'obtention 

des organites, et d'autre part, le cas échéant, leurs paramètres de sédimenta- 

ri on. 

Les premières approches expérimentales ont donné les 

résultats suivants : la préparation de zoïtes homogénéisée à la French Press 
2 

à 50 Kg/cm a été découpée par trois centrifugations successives en rotor 

SW50 : 

- 2 000 gmax 10 min .-> culot P 1 , - 18 O00 g,,, IO min -j cul0 t P 2 

-240 000 gmax, 30 min --3 culot P 3 

P 1 renferme des zoïtes intacts ou mal vidés (Pl. 16, fig.1: 

P 2 contient des rhoptries (reconnaissables chez ToxopZasma à leur contenu 

,un, des mitochondries et des hétérogène), des granules denses de diamètre 0,5 

pellicules emprisonnant souvent des organites et des vésicules (Pl. 16, f i g .  2). 



- Le culot comporte également un fond fibrillaire probablement 

attribuable à la chromatine des noyaux des zoïtes ou des cellules péritonéa- 

les. P 3 renferme également des rhoptries et des granules denses, ainsi que 

des micronèmes identiques à ceux qui peuvent Ztre observés in situ. Des 

microsomes et des ribosomes sont également présents (Pl. 16, fig. 3). 

14,2, NALVSF. DL! CXiTENI  "POTE INE DES !%ACT IONS PAR ELECTRCPKFESE EN FEL 
DE P0LYACFVM.DE SDS 

L'analyse ultrastructurale des fractions obtenues ayant révélé une 

très grande purification d'au moins certains des organites recherchés, nous 

avons pu aborder l'analyse de leur contenu proteique par électrophorèse. 

4 . 2 . 1 .  ZOITES DE SATCOeYSl'IS 

4.2.1.1, Les micronèmes (Pl. 1 4 ,  A) 

La fraction soumise à l'électrophorèse en gel de polyacry- 

lamide-SDS en milieu dissociant montre 2 protéines majeures de 20 000 et 

22 000 daltons respectivement. Le composant de bas poids moléculaire dispa- 

raît quasi totalement par sonication pendant 1 mn (tant dans la fraction que 

dans les zoïtes entiers). La fraction micronèmes renferme également de façon 

reproductible plusieurs bandes mineures de 30 000, 32 000, 96 000 et plus de 

100 000 daltons . 

4.2.1.2. Les granules denses (Pl. 17, C) 

Une protéine majeure de 42 000 daltons est détectée par 

électrophorèse de la fraction granules denses. Un autre composant, de poids 



moléculaire légèrement plus faible est également présent, souvent masqué sur 

les électro~horé~rammes par la large bande de l'élément majeur. Des compo- 

sants mineurs sont également détectés à 32 000, 33 000, 34 000, 40 000 et 

78 000 daltons. 

(4.2.1.3. Les pellicules, voir 312) 

Il faut noter que les protéines majeures des micronèmes 

et des granules denses sont également des composants majeurs des zoytes de 

~ ~ r c o c y s t i s  entiers (Pl. 17, B). 

4.2.2. ZO ITE S D ' EDIFZIA PJIESCHVLZI 

4.2.2.1. Micronêmes (Pl. 179 D, J 9  L, H)*  

Les fractions les plus enrichies en cet organite issues 

des sporozoïtes montrent deux protéines majeures de 220 et 94 KD respective- 

ment. Deux autres bandes, beaucoup plus discrètes sont également détectées 

à 23 KD et 15 KD. Sur les gels très chargés, des bandes mineures nombreuses 

ap~araissent dans l'intervalle 15-90 KD. 

Les culots enrichis en micronèmes et obtenus à partir de 

mérozoïtes III renferment également deux protéines majeures de comportement 

électrophorétique identique à celle des sporozoïtes pour la 94 KD, et légère- 

ment plus mobile pour la protéine de haut poids moléculaire (215 KD environ). 

Des polypeptides mineurs sont également représentés, dont l'imnortance D a r  

rapport aux majeurs est plus faible dans la fraction 4 (proportionnellement 

plus riche en micronèmes). 

Les 2 protéines majeures des fractions sont également 

des composants majeurs des mérozo?tes entiers (Pl. 17, K). Elles apparaissent 

de manière beaucoup plus discrète sur les électrophorégrammes de sporozoïtes 

(PI. 17, 1). 



4.2.2.2. Rhoptries (Pl. 17, G) 

Les préparations les plus enrichies en rhoptries présen- 

tent 3 bandes majeures à 200, 150 et 63 KD. Une quatrième apparaît à 42 KD, 

beaucoup plus marquée sur les fractions moins pures du type rhoptries + mito- 

chondries pré~arées à partir du culot 120 000 gmax x min. Ces polypeptides 

sont difficilement détectés sur les profils de sporozoïtes entiers et n'a~pa- 

raissent pas sur les profils (peu chargés) de rnérozo"res que nous avons 

réalisés. 

4.3.1. FRACTIONNE?IENT CELLULAIRE 

11 existe encore peu de rapports relatifs au fractionnement 

cellulaire de Sporozoaires, et la plupart ~oncern&~soit la pellicule (Grégari- 

nes : PHILIPPE et al, 1979, PZasmodiwn : SHERMAN et JONES, 1979, Tc?xouksma, : 

TRYON, 1979), soit les grains d'amylopectine (WANG et al,  1975) soit enfin 

des organites cytoplasmiques classiques tels que mitochondries (KILEJIkY, 

1 975 a) ou ribosomes (PZamodiwn : COOK et aZ, 1 97 1 , Eimeria : WANG, 1 978) . 
Seule A. KILEJIAN (1974) a purifié un constituant spéci- 

fique des trophozoïtes de PZasmodim Zophurae : des granules denses contenant 

un polypeptide riche en histidine. 

Nos résultats constituent donc le premier rapport sur 

l'isolement et la caractérisation électrophorétique d'organites spécifiques 

de zoïtes de Sporozoaires. Leur intérêt premier est de donner une identité 

distincte (morphologie, comportement en sédimentation et contenu protéique) 

à des organites qui n'étaient jusque là connus que par l'observation ultra- 

structurale de cellules fixées. 

En effet, sur les coupes de zoïtes, les organites apicaux 

apparaissent tous comme des corpuscules au contenu dense aux électrons, ce qui 

a toujours entretenu une certaine confusion quant à l'identité véritable et à 



l'individualité morphologique des différents types décrits chez les divers 

zoï tes étudiés. 

Bien que notre travail ne suffise Das à répondre à toutes les 

questions en suspens, nous montrons par exemple que les micronèmes existent 

réellement chez le Toxoplasme, ce qui était partiellement mis en doute par 

VIVIER et PETITPREZ (1972) mais nous ne pouvons encore décider s'il s'agit 

ou non de précurseurs des rhoptries, hypothèse proposée par les mêmes auteurs. 

Nous confirmons également la dualité entre rhoptries et granules denses chez 

la mêue espèce, ce que VIVIER et PETITPRISZ avaient montré Dar coupes sériées. 

Chez Sarcocystis, l'isolement de micronèmes sous la fome de courtes navettes 

permet d'éliminer défiriitivenent l'appellation de tubules contournés qui leur 

avait été attribuée 3 l'origine (SENAUD, 1967, qui les interprétait corne des 

coupes de tubules denses ondulant dans le cytoplasnie) ; il rend d'autre part 

peu plausible l'hypothèse de l'existence d'un système de canalicules joignant 

entre eux les divers organites (JELLER et SCHOLTI'SECR, 1971 ; VARGHESE, 1977). 

Par ailleurs, l'isolenient des granules denses de Sarcocystis sous la forme de 

granules sphériques les distingue sans équivoque des rhoptries avec lesquelles 

ils ont par£ ois été confondus (IIEHLHORErT et al ,  1975) . 
Chez Sarcocystis, nous avons donc pu obtenir et purifier les 

micronèmes et les granules denses. Les rhoptries n'ont pas été obtenues, soit 

à cause de leur très petit nombre (les étalements montrent qu'il n'y en a que 

2 par zoïte, PORCHET, 1975), soit oarce qu'elles sont ancrées dans la région 

du conozde et persistent dans les ghosts mal vidés, soit à cause de la fragi- 

lité mécanique de leur très long pédoncule qui pourrait être responsable de 

la fuite de leur contenu. La première hypothèse (faible nombre) reçoit notre 

préférence, étant donnéel'obtention de cet organite chez les sporozoïtes 

d' EirwAa où il est beaucoup plus abondant. 

Chez Eimeria nieschuZzi, nous avons sSpai-é les rhoptries et 

les micronSmes des sporozoïtes et les micronëmes de mérozoïtes. L'existence 

de granules denses chez ces organismes ne peut être exclue : ils ap~araissent, 

en faible nombre sur les coupes (COLLEY, 1967-1968, et observations person- 

nelles). Ils sont sans doute trop peu abondants pour être retrouvés, oü sont 

endommagés lors de l'homo~énéisation, s'ils partagent avec ceux de Scu?cocystz~ 

la sensibilité aux forces de cisaillement. 



Chez ToxovZasrna, r h o p t r i e s ,  g ranules  denses e t  micronèmes coe- 

x i s t e n t  e t  son t  r e t rouvés  dans l e s  homogénats. On peu t  donc e s p é r e r  séparer  

l e s  t r o i s  o r g a n i t e s  à p a r t i r  du même z o ï t e ,  ce  q u i  n ' a  pu ê t r e  r é a l i s é  avec  

E-Ln~eria ou Sarcocy s t i s  . 

4-3.2.  C A M C T E R I S T I Q U E S  DES ORGANITES 

4.3,2.1.  Micronèmes 

Le c a r a c t è r e  l e  p lus  remarquable des  micronèmes de 

Sarcocystis e t  d'Eimeria e s t  l e  t r è s  p e t i t  nombre d 'espèces  p ro t é iques  ma- 

j eu re s  q u ' i l s  renferment .  

Chez Eimria  l ' incomplè te  p u r e t é  des  f r a c t i o n s  de micro- 

nèmes obtenues ne permet pas  encore d ' a f f i rmer  que les deux p r o t é i n e s  majeu- 

r e s  s o n t  l e  contenu des  micronèmes. Les f r a c t i o n s  cont iennent  e n  e f f e t  des  

v é s i c u l e s  dont  on ne peut  encore exc lure  q u ' e l l e s  cont iennent  dans l e u r  me=-. 

brane ou l e u r  lumière l ' u n e  des  p ro t é ines  majeures.  Cec i  e s t  t o u t e f o i s  peu 

probable,  s u r t o u t  s i  l ' o n  cons idère  l e s  mérozoï tes  chez l e s q u e l s  l 'abondance 

de micronèmes en coupe co ïnc ide  avec l ' importance majeure des  deux bandes. 

p ro t é iques  dans les p r o f i l s  é l ec t rophoré t iques  de z o l t e s  e n t i e r s .  S i  l e s  

deux bandes r e p r é s e n t e n t  l e  contenu des micronèmes, il e s t  p o s s i b l e  q u ' e l l e s  

correspondent respect ivement  aux deux zones p a r f o i s  observées a u  s e i n  de ces  

o rgan i t e s  ( c e n t r e  dense e t  p é r i p h é r i e  p l u s  c l a i r e )  mais  c e c i  r e s t e  à é t a b l i r .  

Bien que nous n'ayons jusque l à  que deux gen res  de z o ï t e s  

à comparer, l a  d i f f é r e n c e  observée e n t r e  l e s  contenus des  micronèmes e s t  i ~ -  

por t an te  quant à l a  masse r n o l é c u l a i ~ e  des  p rn t è ines  q u ' i l s  renferment .  

Il conviendra de découvr i r  s i  e l l e  t r a d u i t  une d i f f é r e n c e  

de f o n c t i o n  ou p l u t ô t  s i  l ' o n  peu t  d é f i n i r  une séquence ou un s i t e  a c t i f  com- 

mun aux polypept ides  c a r a c t é r i s é s .  

Chez Sarcocystis teneZZa e n f i n  , l a  r e l a t i o n  p o s s i b l e  

e n t r e  l ' e x t r a i t  p ro t e ique  toxique pour l e  l a p i n  ( Sarcocys t ine  , SENAUD 

e t  aZ , 1968 ) e t  l e s  micronémes ou t o u t  a u t r e  o r g a n i t e  r e s t e  à é t u d i e r .  



Seules les rhoptries d'Eimeria ont pu être purifiées et 

analysées. Elles semblent contenir plus d'espèces protéiques que les micro- 

nèmes et granules denses puisque trois polypeptides majeurs ont été détectés 

et que les gels réalisés jusque Là étaient insuffisamment chargés pour détec- 

ter des molécules moins abondantes. 

La morphologie des rhoptries dlEirnsria ou de ToxovZasma 

après homogénéisation cellulaire est comparable à celle décrite in s i tu ,  

excepté, tres rarement, %a formation d'une vacuole. Nous n'avons jamais observé 

dans les honogénats de figures nyEliniques telles que celles trouvées dans 

ou hors des zoïtes lors des pénétrations ( Ch. 2 ) ou lors de l'éclatement de 

rnérozoïtes de PZasmodiwn (BANNISTER, 1977 b). Nous ne pouvons donc pas encore 

apporter d'information sur le lien possible entre les deux types de formations. 

4 . 3 . 2 . 3 .  Les granules denses 

Ceux-ci n'ont été purifiés que chez Smcocystis et là 

encore la caractéristique marquante est le faible nombre d'espèces protéiques 

majeures ( 1  ici). Par leur comportement de sédimentation et leur morphologie 

ultrastructurale ces organites présentent quelques ressembl.ances avec les 

cranules denses des trophozoïtes de PZasmodZwn Zophurm (KILEJIAX, 1974).  

Ces derniers renferment 1 seul peptide de 3 7 , 5  Kû, très riche en histidine. 

L'analyse du composant majeur des granules denses de Sarcocystis est néces- 

saire avant de pouvoir pousser plus loin la comparaison. Par ailleurs, le 

rôle de ces organites reste inconnu : l'observation unique de l'exocytose 

d'un granule dense par un zoïte de Smcocystis intracellulaire (DUB!EMETZ et 

PORCHJZT, 1975) ne suffisant pas à établir qu'il s'agit d'une sécrétion. 

4.3.2.4. Ghosts 

La préservation de la structure trimembranaire au cours 

du fractionnement a également été rapportée chez les Grégarines (PHILIPPE 

et al, 1979) et montre la cohésion entre le plasmalemme et le complexe interne. 



Une différence importante a été trouvée entre les densités des "ghost~'' : 

les pellicules de Smcocystis et Eim~ria sont beaucoup moins denses en sucrose 
3 3 

que celles de Gregadna blaberae (moins de 1,13 g/cm contre plus de 1,2 z/cm ) 

Ceci pourrait être dû au "ce11 coat" beaucoup plus important chez ces-derniè- 

res. 

4 . 3 . 3 .  PERSPECTIVES - 

La mise au point d'un protocole de fractionnement cellu- 

laire est une étape méthodologique qui en soi n'apporte pas d'information sur 

le rôle des organites qu'elle permet d'isoler. Mais c'est une étape capitale 

vers l'élucidation de ce rôle, car elle permet d'analyser individuellenent 

chacun des organites. 

Comme il n'existait pas de préalable, l'observation ultra- 

structurale a été au départ le seul moyen de caractérisation des fractions 

obtenues et sur elle a reposé la mise au point des protocoles. Puis, la puri- 

fication étant réalisée, l'électrophorèse des protéines a révélé l'existence 

de polypeptides majeurs, caractéristiques des fractions obtenues. Bien que ce 

type de caractérisation soit moins comode.que les enzymes marqueurs utilisés 

pour les organites classiques, et à défaut d'avoir encore défini de tels en- 

zpes pour les organites qui nous intéressent, il permet un contrôle aisé 

lors de la reproduction des expériences. 

Les résultats déjà obtenus permettent d'envisager d'une 

part l'analyse des organites : propriétés des composants protéiques majeurs 

(éventuellement enzymatiques, composition), composants protéiques mineurs 

éventuels, autres molécules présentes (sucres, lipides, ...) et d'autre part 

1' étude de leur destinée au cours de la vie du zoïte ( genèse et inter- 

vention dans la physiologie). Le chapitre suivant illustrera un aspect de 

ces possibilités. 

Si l'analyse des organites peut être réalisée avec n'im- 

porte quel zoïte pourvu'que l'on dispose d'une quantité suffisante de matériel, 

l'étude dynamique par contre est grandement facilitée quand les organismes 

peuvent se développer in vit-o. Le marquaqe radioactif par exemple exise ce 

type d'approche et nous l'illustrerons dans le prochain chapitre. 



Ces r e s t r i c t i o n s  expl iquent  l a  progress ion  s u i v i e  dans n o t r e  

démarche : des  c y s t o z o ï t e s  de  Sarcocystis tonella,  m a t é r i e l  abondant mais ne 

pouvant ê t r e  m u l t i p l i é  en c u l t u r e ,  v e r s  l e s  zo:tes d1E<meria, capables  d 'un  

c e r t a i n  dévelonpement i n  ui t ro ,  puis  v e r s  !l'oxopZasma, q u i  peu t  ê t r e  e n t i è r e -  

ment maintenu s u r  c u l t u r e s  de c e l l u l e s  e t  e s t  donc beaucoup p l u s  favorable  à 

l ' é t u d e  de l a  dynamique des  o r g a n i t e s .  

C ' e s t  ce  qu i  nous a conduit  2 entreprendre,simultanément à 

l ' é t u d e  d 'un  fract ionnement  c e l l u l a i r e  de ce d e r n i e r  organisme, l ' a n a l y s e  des  

p o s s i b i l i t é s  expérimentales  q u ' i l  o f f r a i t ,  e t  nous l a  rappor tons  dans Pe 

chap i t r e  su ivan t .  





Comme nous l 'avons évoqué au c h a p i t r e  2 ,  l e s  r é s u l t a t s  l e s  p l u s  

convaincants  quant à l ' e x i s t e n c e  d'une exocytose l i é e  à la  p é n é t r a t i o n  des  

z o ï t e s  dans l a  c e l l u l e  hôte  o n t  é t é  obtenus chez Toxoplasma pa r  LUhD, LYCKE 

e t  NORRBY (1965 à 1975). 

Leur démonstrat ion de l ' accro issement  de p é n é t r a t i o n  par  un f ac -  

t eu r  p ro t é ique  repose  su r  un t e s t  b io logique  d i f f i c i l e  à m e t t r e  en oeuvre, 

ne démontre pas directement  l a  l i b é r a t i o n  du d i t  f a c t e u r  l o r s  de l ' i n v a s i o n  

de l a  c e l l u l e  hô te ,  ne permet pas  de savo i r  s ' i l  e s t  s e u l  à i n t e r v e n i r  e t  

n ' e s t  pas  a l l é e  jusqu 'à  l e  l o c a l i s e r  précisément dans un o r g a n i t e  p a r t i c u -  

l i e r .  

Nous avons voulu essayer  d ' o b t e n i r  par  une a u t r e  v o i e  une réponse 

à ces ques t ions ,  dans l e  cad re  de  l a  mise au p o i n t  d ' un  système d 'é tude  i n  

vitro de l a  dynamique des o r g a n i t e s  de l a  r ég ion  a n t é r i e u r e  chez Toxplmma. 
Nous avons en  e f f e t ,  simultanément à l ' é t u d e  d 'un  p ro toco le  de 

fract ionnement  c e l l u l a i r e  de  ToxqZasma, abordé l ' a n a l y s e  des  n o s s i b i l i t é s  

de marquage r a d i o a c t i f  des  z o ï t e s  i n  ui tro,  dans l e  b u t  de  vouvoir s u i v r e  

l a  dynamique des  c o n s t i t u a n t s  des  o r g a n i t e s  quand ceux-ci au ron t  é t é  i d e n t i -  

f i é s .  

Ayant pu ob ten i r  e t  p u r i f i e r  des  Taxoplasmes marqués (Leucine tri- 

t i g e ) ,  nous avons voulu savo i r  s i  un composant r a d i o a c t i f  é t a i t  l i b é r é  l o r s  

de l ' i n t e r a c t i o n  avec un t a p i s  c e l l u l a i r e  i n  v i t r o  e t  nous raopor tons  i c i  

l e s  r é s u l t a t s  obtenus.  
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5 '1, PROTOCOLE EXDER DENTAL ( schématisé c i -cont re  ) 

Les Toxoplasmes r a d i o a c t i f s  p u r i f i é s  ( v o i r  1242 e t  1272) s o n t  d i v i -  

s é s  e n  deux l o t s  égaux (5. lo7 z o ï t e s  en moyenne), suspendus dans 5 m l  de PBS 

à 4' C; Une b o î t e  de 25 cm2 de c e l l u l e s  Hela con f luen te s  p réa l ab lenen t  incu- 

bée 5 minutes e n  P B S  à 37O; p u i s  r e f r o i d i e  à 4 O  C r e ç o i t  a p r è s  décan ta t ion  

de son contenu l ' u n  des l o t s .  Les z o l t e s  sont  mis  à sédimenter  sur  l e  t a p i s  

pendant 20 minutes à 4' C. La b o î t e  e s t  e n s u i t e  t r a n s f e r r é e  avec un m i n i m a  

de p e r t u r b a t i o n s  su r  l a  p l a t i n e  d'un microscope i n v e r s é  p l a c é  dans une en- 

c e i n t e  thermostatée à 37' C ,  où e l l e  séjourne 30 minutes  pendant l e s q u e l l e s  

l e s  c e l l u l e s  son t  envahies  par  l e s  z o ï t e s .  Le m i l i e u  e s t  e n s u i t e  décanté  e t  

l a  b o î t e  lavée  5 f o i s  par  2 m l  de PBS à 4' C ,  de  maniere à é l i ~ i n e r  quan t i t a -  

t ivement l e s  z o ï t e s  non péné t r é s  ( é l imina t ion  c o n t r ô l é e  au  microscope) ,  c ' e s t -  

à-dire  de 213 à 4/5 de l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e .  Le t a p i s  c e l l u l a i r e  e s t  e n s u i t e  

d é c o l l é  par  g r a t t a g e  dans 5 m l  de PBS à 4' C e t  l a  suspension obtenue soumise 

à 5 a l l e r s  e t  r e t o u r s  de p i s t o n  s e r r é  dans un broveur  de DOUNCE. Une p a r t i e  

des  c e l l u l e s  e s t  a i n s i  l y s é e  e t  des  z o ï t e s  l i b é r é s .  La suspension e s t  c e n t r i -  

f u g é e  à 900 g I O  min., de  manière à séparer  zoytes  e t  g r o s  d é b r i s  du 
max 

l y s a t  c e l l u l a i r e  (S l ) , q u i  e s t  décanté  e t  conservé. Le c u l o t  e s t  resuspendu 

dans 1 m l  d 'une  s o l u t i o n  dfhémolvsine (don de A.  D.  U R S O N ,  U oui si ana S t a t e  

Un ive r s i t y )  à 1 p 100 dans l e  P B S  e t  incubé 1 minute à 37' n u i s  l a  suspension 

e s t  d i l u é e  par  9 m l  de PBS à 4' C e t  c e n t r i f u g é e  à 900 g 10 min pour sépa- 
max 

r e r  un second surnageant  ( S  2) et un c u l o t  (P) renfermant  l e s  z o ï t e s  e t  l e s  

noyaux. 

Le second l o t  de Toxoplasmes r a d i o a c t i f s  e s t  incubé dans l e s  mêmes 

condi t ions  que l e  premier dans une b o î t e  de c u l t u r e  dépourvue de c e l l u l e s  ; 

une f r a c t i o n  équiva len te  à l a  q u a n t i t é  de  z o ï t e s  péné t r é s  est e n s u i t e  p rg l e -  

vée ,  a j o u t é e  à f r o i d  à l a  suspension i s s u e  du g r a t t a g e  d 'une  b o î t e  de c e l l u -  

l e s  non i n f e s t é e s  e t  ce mélange témoin s u b i t  l e  même t r a i t e m e n t  (Dounce p u i s  

hémo1ysine)que l e  précédent  e t  est donc sépa ré  en c u l o t  e t  surnageants  9 0 0 0 ~  idax 
x min. ( P t  , S l t  , S2t  ) 

La r a d i o a c t i v i t é  des  f r a c t i o n s  obtenues e s t  e n s u i t e  mesurge e t  l e s  

p r o t é i n e s  ana lysées  p a r  é l ec t rophorèse  en  g e l  de  polyacrylamide e t  f l uo rog ra -  

p h i e  (vo i r  126 e t  127 32).  



5 .2.1 . INCORPORATION DE LEUCINE TRITIEE DANS LES PROTEINE S DU 

5.2.1.1. Aspect quantitatif 

Selon les expériences, l'incorporation a varié de 2 000 
6 

à 75 000 cpm par 10 zoites, mais était le plus souvent de 40 000 cpm/ 10' zoi- 

tes. Les conditions de marquage (durée, chasse éventuelle) ont varié selon 

les expériences, au cours de la mise au point des protocoles, ce qui peut 

expliquer les variations obtenues. Dans l'expérience présentée ici, l'incor- 
6 

poration a été de 35 000 cpm/lO zo?tes. 

5.2.1.2. Aspect qualitatif 

La fluorographie d'électrophorégrammes de Toxoplasmes 

marqués purifiés produit un profil comparable au résultat obtenu par colora- 

tion au Bleu de Coomassie. d'une électrophorèse de zoïtes froids (Pl. 18, ABC). 

On note un groupe de 3 bandes majeures (63, 57, 50 KD), et d'autres bandes 
KP 

caractéristiques (100, 85, 77, 75, 43, 32, 25)). Les variations dans les proto- 

coles de marquage entraînent dss variations légères dans les profils, mais 

les bandes précitées sont toujours très nettement reconnaissables. 

5,2.2, INTEPACTION AVEC LES CSLIULE S 

Les surnageants d'interaction zoïtes-cellules et téinoins 

renferment respectivement 8 et 12 % de la radioactivité totale (culot + sur- 

nageant~). 

Lorsque l'on analyse la distribution de cette radioacti- 

vité parmi les protéines, on constate qu'elle n'est Das la mêine 2ans les 



Origine 

Enregistrements densitométriques correspondant aux pistes F ( 1 ) et 

1 ( 2 ) , planche 18. 
Le pic 25 KD est nettement plus important dans le profil 1 et pourrait 

donc correspondre à une exocytose liée à l'interaction avec la cellule 

hô f e . 



deux séries : la différence majeure résidc dans une bande de 25 Y31 beaucoup 

plus enrichie dans les surnageants d'interaction que dans le tihoin. 1Jn apnau- 

vrissement relatif concommitant de la même bande est observé dans le culot 

d'interaction par rapport au témoin ou aux zoïtes fraTchement purifiés. 

5 .3.1. NA?XqUkGE RAD IOACTIF DES TOXOPLASE Ç 

S 
Il existe peu de rapports de l'utilisation de traceurs radio- 

actifs pour marquer les Toxoplasmes (NOLYBY : 1971, glycine, HANn?fAN et a l ,  
/ 1980, methionine). L'absence de techniques Je purification quantitative des 

zoïtes est sans doute la raison majeure de cette lacune. Les résultats que 

nous avons obtenus en réalisant l'incubation avec un pr6curseur ?:n vitro et 

en purifiant les zoïtes par la technique de GBDPJOOD et aZ (1979) montrent 

que cet obstacle est à présent levé et qu'un tres large champ est dès lors 

ouvert aux investigations. 11 est en effet possible à présent d'étudier 

d'une part la cinétique d'incorporation de précurseurs dans les zoïtes in 

vitro ét d'autre part de suivre le devenir des composants des zoïtes marqués 

introduits dans une cellule hôte "froide". L'acds est donc ouvert à l'étude 

du cycle cellulaire du parasite (ce qui nécessitera aar ailleurs une synchro-- 

nisation du cycle) et des rapports métaboliques que ce dernier entretient 

avec la cellule hôte. 

Notre but premier étant d'obtenir des zoïtes marqués, nous 

avons utilisé des temps d'incorporation très longs, sans chasse, en marquant 

d'abord les cellules hôtes, puis la culture car nous ne connaissions pas le 

cheminement des précurseurs dans le couple hôte-parasite : nous ne savions Das 

en particulier si l'incorporation de précurseurs dans les protéines des zoïtes 

supposait son transit préalable par les protéines de la cellule hôte. Les 

résultats récents de PFEFFERKORN et SCHIF,TZw (1980) montrent qu'il n'en 

est rien et que le Toxoplasme utilise probablement directement les a.cides 

aminés, ce qui devrait permettre de réduire les temps de marquage et d'intr-O- 

duire des chasses autorisant l'étude d'une part d'une éventuelie modification 

post traductionnelle des protéines des zoïtes et d'autre part de leur transit 

possible du lieu de synthèse à la localisation définitive. 



5.3.2. EXOCYTOSE ? 

La mise en évidence de la libération préférentielle d'une pro- 

téine de 25 KD lors de la lyse de cellules infestées depuis moins de 30 minutes 

n'est pas une démonstration définitive de l'exocvtose de cette protéine lors 

de la pénétration. Il est cependant tentant de l'assimiler à la substance 

dense présente dans la vacuole parasitophore (Pl. 6, fig. 1 ; Pl. 7, fig. 4 ) ,  

et d' en rapprocher les vacuoles "vides" observées dans les zoztes réceme~it 

pénétrés (Pl. 5, fig. 3 ; Pl. 6, fi?. 1). 

Par ailleurs, nos donnGes ne reposent que sur l'observation 

d'autoradlographies et de densitogrannes et demanderaient à Stre q~antifi2es 

par la comparaison du rapport entre la ra6;oactivité de la bande 25 KD et 

celle du reste de la piste chez le surnageant et le témoin, ce qui n'a pas 

encore GtG rzalisé. 

Erifin, nous n'avons analysé ici que les protéines. Si d'autres 

substances (lipides par exemple) sont relarguées lors de la pénétration, 

d'autres méthûdes seront nécessaires à leur mise en évidence. 

On peut aussi se demander, dans le cas d'une exocytose, si le 

produit émis doit se retrouver dans le milieu ou dans la vacuole parasitop:-ore 

(ou dans les deux). 

En fait, l'analyse des surnagearits d'isteraction zo?tes cellules 

(non présentée ici) évoque également un enrichissement en protéine 25 KD, mais 

il est beaucoup moins net que celui trouvé dans les cellules. 

En fonction de ce qui est connu du dérouleinent de la pénétra- 

tion, il semble que la vacuole parasitophore en formation représente un volume 

clos par l'apposition étroite entre plamaleme de la cellule et du zoïte au 

niveau du site d'entrée (évidente chez TZasxodLum, mais égalernent suqgérée 

par l'observation des Caccidies sur le vivant). #Ceci nous incite 2 considérer 

que, si une exocytose intervient pendant ln pénétration, il est plus plausi- 

ble d'aller chercher le prodüit dans lu cellule qu'au dehors, cc qui explique 

notre démarche : la lyse mécariique de la cellule infeszée conduisant prcbable- 

ment à une lyse au moius partielle des vacuoles ?arasltophores et à la libéra- 

tion de leur ccntenu et de leurs membranes ddns le surnageant 9 090 g x miri. max 



L'approche inéthodologiqüe étant différente, il n'est pas encore 

possible dé comparer nos résultats à ceux de LYCKE et a2 ; rien ne permet en 

effet d'assimifer la protéine 25 KD au "Penetration anhancina far tor", mais 

rien ne 1)ermet non plus de les distinguer. 

Les deux produits,siile sont distincts, pourraient d'ailleurs 

coexister, car il n'est pas exclu que le PEF, s'il azit à doses très faibles 

comme le sugp,èrent les travaux de LYCKE et al, ne soit pas facilement détec- 

table par le 2rotocole que nous avons utilisé. 

Il est donc indispensable de pousser plus avant l'étude coqs- 

rative des deux protéines décrites. Par ailleurs, la nécessité de les locali- 

ser dans la cellule et donc de disposer d'une méthode de fractionnement cellu- 

laire est ici encore apparente. L'identification sans équivoque de l'un ou 

l'autre ou des deux produits avec le contenu des rhoptries serait par e::emnle 

un important progrès dans l'explication de la pénétration. _, 

Urie dernière possibilité à envisager pour la protSine 25 Kû 

est à relier à l'absence de fusion entre la vacuole hôte et les lysosomes de 

la cellule, clairement Cémontrée pnr JOXES & BIRSCR (1972) en utilisant corne 

hôte des macrophages. Cette propriété, partagée Far d'autres parasites intra- 

cellulaires (GONIT?, 1977). pourrait doriver entre autres de l'accuxnulation de 

molécules polyanioniques dans les lyscsomes ( G O E N  op ci&, D'WRCY-IMRT & 

YOUNG, 1979).  Il n'est pas exclu de penser que la protéine 25 RD puisse repré- 

senter une excrétion du toxoplasme vers le cytoplasme de la celiule en vue 

d'un tel rôle. Ceci reste à étudier, bien que l'absence de fusion avec les 

lysosomes puisse également s'expliquer par le fait que la vacuole parasitopho- 

re n'est pas un phagosomelmalgré la confusion souvent rencontrée, et que donc 
. 

elle n'a pas les récepteurs nécessaires à la fusion avec les lysosomes. 
- 

Enfin , une protéine libérée aussi précocement lors de 
l'interaction hote-parasite pourrait jouer un r81e dans l'immunogénicité 

du Toxoplasme envers l'organisme qu'il envahit. 





est un des caractères les plus originaux des Sporo- 

zoaires, qui assure la dissémination de ces parasites dans leurs hôtes sous 

la forme de zoïtes, cellules hautement différenciées et elles mêmes caracté- 

ristiques de ce groupe de Protozoaires. 

Notre travail a concerné divers aspects de ce phénomène, pa%ion- 

nant par les problèmes de Biologie Cellulaire qu'il permet d'aborder (mitose, 

différenciation, interaction hôte-parasite, etc,..), et aux conséquences épi- 

démiologiques considérables puisqu'il représente souvent la phase aigüe des 

parasitoses provoquées par les Sporozoaires. 
-- -- 

Deux types de résultats ont été obtenus : d'une part, nous avons 

défini des caractéristiques structurales, physiologiques et biochimiques par 

l'application de techniques classiques d'observation ou d'analyse ; d'autre 

part, nous avons essayé de développer des méthodes particulières susceptibles 

d'apporter les réponses aux problèmes spécifiques posés par ces organismes. 

En ce qui concerne l'aspect analytique, nous avons participé à la 

description ultrastructurale de la schizogonie chez les Eimeria i n  vivo et 
in vitro.  Au sein du nombre important de travaux publiés sur ce sujet, notre 
contribution a principalement porté sur les stades précoces de genèse (mise 

en place de la vésicule apicale, du conolde, initiation du complexe membra- 

naire interne et des microtubules sous pelliculaires). Comme nous l'avons 

rappelé plus haut, la morphologie ultrastructurale est encore à présent le 

seul volet connu de ltorganitogenèse des zoïtes, processus complexe et ori- 

ginal de différenciation dont les mécanismes restent à élucider. 

Nos observations concernant la pénétration de Sarcocystis et TOXO- 

plasma ont confirmé celles effectuées par divers auteurs sur d'autres espè- 

ces quant au peu de dommages infligés au plasmalemme de la cellule hôte au 

moins au point de vue ultrastructural. La seule étude cytologique n'a pas 

suffi à définir clairement le phénomène, et en particulier à démontrer une 

exocytose. Nos résultats nous ont conduit d'une part à insister sur une va- 

riabilité possible du processus entre les différents genres, et d'autre part 

2 interpréter la pénétration comme résultant probablement de l'activité si- 

rnultatlée de la pellicule et des organites.apicaux. Nous avons ainsi orienté 

notre étude vers ces deux formations. 



L'analyse de la pellicule des zoïtes par la cryofracture a révélé 

une organisation extrêmement ordonnée au sein de cet ensemble membranaire 

très particulier, et apporté une confirmation indiscutable de la nature vé- 

siculaire du complexe interne par la démonstration de l'identité de structu- 

re - en position inverse - des deux strates qui le constituent. L'orientation 
antéro postérieure très marquée suggère la possibilité d'une intervention des 

formations décrites dans la mobilité des zortes, cette dernière étant elle 

même un phénomène très original dont les modalités restent à définir. Les 

diverses méthodesutilisées pour tenter d'expliquer cette fonction probable 

de la pellicule (cryofracture, capping, analyse de ghosts, activation tryp- 

sique et iodination) ont apporté des éléments d'information qu'il est néces- 

saire de compléter avant de pouvoir s'engager dans l'explication du phénomène. 

Le second volet de notre travail concerne l'apport méthodologique 

que représente la mise au point de protocoles de fractionnement subcellulaire 

des zoïtes de Coccidies. Bien que n'ayant pu en tirer encore beaucoup de ré- 

sultats hormis une meilleure distinction entre les différents types d'organi- 

tes et la caractérisation du contenu protéique de certains d'entre eux, il 

est certain que la possibilité d'isoler ces formations ouvre de larges pers- 

pectives quant à l'étude de leur structure, de leur genèse et de leur fonc- 

tion. Les techniques de fractionnement restent à affiner pour Eirneria, et 

surtout TompZasma, et pourront sans doute être élargies à d'autres genres, 

mais une étaye essentiel.le était de montrer que ce problème pouvait être 

abordé et résolu chez les Coccidies et c'est ce qui a été réalisé avec 

Sarcocystis. . 
Nous nous sommes donné ainsi les outils nécessaires à la recherche 

de l'explication du mécanisme de l'invasion de la cellule hôte, phénomène qui 

a été notre préoccupation majeure au cours de ce travail, mais que nous avons 

jusque là à peine abordé. Nous avons dit plus haut combien cet évènement était 

capital dans la parasitose, tant par son intérêt fondamental d'interacrion 

entre organismes que comme cible d'une intervention thérapeutique. 

Par ailleurs, ce que nous avons appris ou sommes en mesure d'appren- 

dre sur les différenciations originales des zoïtes nous amène à aborder des 

questions d'intérêt plus général. Ainsi la motilité superficielle n'est-elle 

pas l'apanage des zoïtes de Sporozoaires, même si elle atteint chez eux un 

développement spectaculaire : elle existe chez bien d'autres cellules et y 

remplit sans doute d'importantes fonctions. Sous l'angle du déplacement de 

récepteurs dans la membrane, ce phénomène constitue actuellement une préoc- 

cupation majeure de la Biologie Cellulaire, et les zoïtes de Coccidies re- 

présentent à notre avis un matériel de choix pour son étude. 



D'autre part, bien que difficile à étudier chez des parasites in- 

tracellulaires, l'organitogenèse intervenant lors de la schizogonie repré- 

sente un processus de différenciation cellulaire très original dont les ré- 

gulations sont inconnues. Le fait d'avoir caractérisé des contenu protéiques 

simples dans certains organites offre à l'expérimentateur des marqueurs pri- 

vilégiés pour l'étude des phases de développement et devrait permettre d'a- 

border l'étude des mécanismes de contrôle de la genèse, 

Au cours de l'exposé de nos résultats, nous avons souligné les 

interrogations que ceux-ci soulevaient et par là même les voies de recherche 

qu'ils ouvraient. 11 s'agira ainsi d'étudier le rôle de la pellicule des 

zoites dans leur motilité. Le problème est double puisqu'll concerne d'une 

part la définition des interactions avec le support, et d'autre part la mise 

en évidence du mécanisme générateur de l'énergie nécessaire au mouvement. 11 

s'agit d'un processus biophysique complexe nécessitant pour le comprendre 

une collaboration multidisciplinaire. Si l'étude des protéines superficiel- 

les a été abordée, il conviendra également de considérer le rôle possible 

des lipides membranaires. Le problème du mécanisme de la motilité soulève 

celui des interactions entre plasmalemme, complexe membranaire interne et 

microtubules sous pelliculaires, encore totalement inconnues. Nous avons 

préparé cette étude en isolant les "ghosts" et il sera indispensable à pré- 

sent d'en séparer les éléments constitutifs afin d'étudier leurs rapports 

mutuels et leur intervention possible dans le mouvement. 

Le travail engagé sur les organites apicaux ouvre deux voies ma- 

jeures : l'étude de leur genèse et celle de leur rôle. 11 est encore néces- 

saire d'améliorer les fractionnements subcellulaires afin de pouvoir comparer 

les organites entre genres, ce qui n'a été réalisé jusque là que pour les 

micronèmes. Par ailleurs, seules les protéines ont été caractérisées dans 

ces formations et les autres espèces moléculaires susceptibles d'y être re- 

présentées sont encore à rechercher. 

L'analyse de la genèse des rhoptries, granules denses et micronè- 

mes sera facilitée par la culture in vitro en présence de précurseurs radio- 

actifs et les premiers jalons de ce travail ont été posés. Mais une nécessi- 

té impérieuse apparaît dès que l'on tente de aéfinir les aspects techniques 

de cette étude : il faudra en effet parvenir à synchroniser le développement 

de ces parasites de façon à pouvoir analyser avec précision le déroulement 

de leur différenciation. 

Le rôle des organites apicaux demeure énigmatique et seule l'étude 

des propriétés de leur contenu et de leur évolution au cours de l'interaction 

avec l'hôte pourra éclaircir ce problème. Ainsi, si l'exocytose en cours de 



pénétration semble très probable, elle n'affecte sans doute pas les trois 

formations et la première question à résoudre est de savoir quels sont, 

parmi les organites, ceux dont le contenu est excrété, et à quel moment. 

On peut ainsi concevoir le rôle d'une sécrétion dans le glissement, ou, 

après pénétration, dans llint+raction du parasite avec la cellule hôte, 

préalable à son développement. Par ailleurs, une fonction dans le cytoplasme 

même de la Coccidie ne peut être exclue pour l'une ou l'autre de ces diffé- 

renciations. L'analyse des propriétés enzymatiques ou physiques particuliè- 

res des contenus devrait aider à découvrir ces fonctions. 

Enfin, il reste à comprendre l'exocytose liée à la pénétration 

dans le cellule hôte. Les hypothêses avancées sont nombreuses, mais aucune 

n'a pu jusque là être vérifiée, Eaute d'avoir pu définir précisément le phé- 

nomène. Il est nécessaire d'identifier et de localiser le produit sécrété 

et de définir son rôle sur le plasmalemme hôte ou sur le cytoplasme sous- 

jacent. En outre, comme il s'agit d'une molécule libérée précocement lors 

de l'interaction avec l'hôte, on peut s'interroger sur son implication pos- 

sible dans les réactions immunitaires de l'hôte envers son parasite. L'absen- 

ce de vaccin efficace contre ces organismes justifie largement l'intérêt q [ j ~  
d'une telle investigation. 0 

Ainsi peut-on envisager à la suite de ce travail tant des implica- 

tions pratiques que des contributions d'intérêt fondamental, ces deux aspects 

reflétant les préoccupations majeures et complémentaires qui s'imposent au 

parasitologiste. Si nous avons apporté quelques réponses, nous avons posé 

beaucoup de questions et espérons pouvoir participer à la résolution de 

certaines d'entre elles. 
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ANNEXE : VBLICAT!ONS 



La Genèse des Mérozoïtes cllez la Coccidie Einzeria izccntrix. 
E tude Ultrastructurale* 

RESUME. Les schizontcs dc  2 +nie génération d'Ei»zerin necatri.u ont 6té étiicliés ail niicroscope Clcctronique. Ln différen- 
ciation dcs niérozoitcs est associée à la drrnièrc inilose, qiii lie scinblc pas différer esseiiticllement des pr6cédcntes. Les niéro- 
zoites se <fCveioppent à la l><:.ripli6ric du scliizoritc. Le coiioide et 22 microtiil>iilcs sous pclliculairi.~, ~>rohnblc.nicnt ii:duits p a r  
les centriolrs. et le conij>lesc iiirinl>r:innirc iritcriir ainsi quc Ir-s pri.curscurs (1,:s rho!)rrics. qiii sciiiblciit issiis de  1'nl~p:ircil <Ir: 
Golgi, apparaissent aiipris d r  chaque p6lc nucléaire, sous la mrnhrane dii sclliznrilc. C<:S orgailitcs sont Irs prrinicrs iiiclus clairs 
les ébni~clics de iiii.rozcji~cs. Piris. le noy;\ii. Ir: dirtyosoriiç r t  Irs ~ .~s i~ . t r lcs  i~iulriri~<~~ril>r:innirrs pCiiZtrriit d;ins Ics fiiturs ~nCroï.oïtcs. 
Les microi~inies. prol>al,lciiic~iit foriiii.~ p:ir I ' ;~~,~~nrci l  <le Gojçi, et Ics grains d'arnyl<~pcctinc sotit l)rotli:iis pl?is t:ird, <lii:ui<! le: 
mérozoïtr; se scparent di1 rclicliiat cytol,lasinique. Le inodc di: I;t.nt:sî de ces divers organites et Irs rc!ations ciitre Ic dernière 
mitose et la diffGrericiation sont discutés. 

SYNOPSIS. Second gcricration schizotlts of Einieria necntri.~ wcre studicd \vit11 the aid of thc rlcctron microscope. Diffcrcn- 
tir,tiûii of dairpliter mcrozoircs is associated with the last initosis, \vhich is iiot si-nificantiy clillcrviit froin tllc earlier oncs. 
Tlie rnt~rozoitcs dcvrlop at  tlic pcriphery of the schizont. Tlie conoid and ?i siil>pellicular iiricrotiil~~ilcs, probatlig inclurcd 
by ceiitrioles, aiid the iniicr nicmbranes cornplex and the rlioptry anlaçcn .rvliich scem to bc produced l>y thc Golgi apparatus, 
appsar close tu each niiclcar pole, just ncar the schizont mcnibranc. These organelles are t l ~ c  first to appcar in thc nlcro- 
zoite niilageii. Then, niiclciis, dictyosoiiic and rn~iltimciiibranoiis \~esicles cntcr thc biicldir~g mrrozoitcs. Microncnics. probal-ily 
origii:atin+: frorri Golgi apparatus, an(! arnylopcctiii graiiules are produced Inter, wiieli dnirclitcr rncrozoitcs separate from thc 
residiiuiii. Thc  gcnesis of these varioiis organclles and the rclation betwccn the last mitosis ürid dilfcrcntiation are discussed. 

in<lcs Key \Vords: Eittrcrin necatrix; chicken ; schi70gony; rncrozoitcs; organitogcnis; clectron micr«scopy. 

ES I ) L . o ~ . Y ' ~ s ! I ~ ~  ~ C I I ~ S C  d t ~  "gcrmcs infccticux" (21) des Ei~neria neccltris (Johnson, 1930), ~ ~ n r a s i t c  dl1 po~i lc t  domes- 
J Sporozr~riir~s oiit étC étudiés rhcz de  iionil~rcuses cspèccs au tiquc, a permis, quant à ccs phénomènes, dcs observations 

coiirs de  Ir? :;chizog«iiie oii dc 1;i sporoçcnèsc (19). Ccpcii- nouvcllcs qtre nous r:ipportons ici. 
( tni~t,  si dans ln plupaï: des cüs !CS mod:ilitCs générales 
tI'iiidi\~idu:ili.~,itir~ii tic ccs niéro:coïtcs ou s~orozoï tcs  ont pu Ctrc MA?'I:IZIICL k1Ii;:SIiODES 
rcr<)risti:ufcs. I'origiiicl st I P  rnodr clc gcriCsc dcs organites qu'ils Des pou~cts,  (1,. 2 scili;iirics, sont infcsttç par voit oralc, 
rcnfernicnt oiit beaucoup plus rareinent été précisés. par environ 230 001, ooc,a~cs q->oiiilts d'K. nccairir: (soiichc 

L'Ctiicle ~ilrrns~r~ictui.alc cIc In scliizoçoiiic clicz la Coccidi(. tr;tiisinisc p;i~. Ic Doc:tcitr P. Ysori., < I I I  Ccntrc dc  Rcrlicrches 
V6tCrin;iiws et %!,oii:c-1:niqric:s cIc.'l'ours). Ils sont sncrilibs 5 

* Cc tr;i\.nil a I>éiiCfici6 tlc I'aidc niatérirllc dii C. N. R. S. jours p l ~ i s  i:irtl, lors d r  la fin t l ~  In 2cmc srliizngonic <lu 
(E. R. fi., II" 18-t. et A. T.  P. "Diff6rr:nciation ccliiilairr.," Cori- prr;isile. Drs fragliicnts dc ]'iiitc.s,jri moyen soilt fiscs scloii ln 
rra1 ii04:3!J 9U2) .  méthotlr: de  Trrzakis ( 4 2 ) ,  tl(~sliytlr:iti.s par I'ncClunc ct inclus Sous  rcniercions Monsicirr lc Professciir Vivier et  Madame 
Porchct-Heniicri. poiir leurs ci,iisc:ils aii cours de sri rhalisation. dans I'F,jion. I,cs r 0 l l p c ~  s(~iit rCalis6cs sur U1tr:imicrotoine 



c(i;ilir:iiit; c.ll<,s soiit c~niitr:is16i~.i 11nr I';it.i.iiitc <I'iir;iii!.lc-citr;itc> 

tic ploriil) c>t ob.<cr\.écs siir iiiicroscopc 6lt:ctroiiiqiir Siciilciis 
I:liiii.l<cil) IA ct 1 fiiachi IIU 1 1  15. Ccrtnincs coriprs subissent 
le tr;titc.nii:iit :icitlc pSri~~diqii~~-thinc;irboliy~lr;ixitlc-proti:inntc 
t1';iigcnt  jour ln iiiisc cil Cviticancc tlcs polysncclinri<lcs (41). 

le scliizonic d'E. ) ~ r ~ c n t r i . ~  ne iiioritrr aiiciiiic différcncintioii 
~~:irticulièrc. 11 rst loyé dans riiie vacoole clc In ccillulc hôte et 
iciifcrriie dCs .org;iiiitrs elassiqiics. Les noyaux soiit répartis à la 
p~~ij) l iCri<~ dii cytnpl;ismc et sc divisent si:loii des inodalités 
(1bi.i.itc.s pr6citlciniiicnt (8) .  Lorsqiic Ic scliiïoiitc nttriiit iiii 

tlininètric tl'rii\.iioii 23 )-Lmj tlrs forinations noii\~cllcs apparaissciit 
siiiiiiltaii61iicnt :iiiprès d r  chntliic <lil,losonir, soiis 1;i iiiciiil>raiic 
(.).ti~j)ln:iiii<liic (1:igs. 1-10). 11 s'agit (1~:s ébnucli<.s du conoïdc et 
<ILI coniplcsc sniis ~~elliciilairc (iiicnil~rancs, microtiihiilcs) des 
fiitiirs iiiCrozoïtcs. Ln cc d6hut dc cfiffércnciation, les noyalis: 
ai) noii~brc dc 15 5 20 par scctioii, sont g6n6rnlcriiciit 5 un 
<i;i<lc atatic6 tlc la ii~itosc, munis dc ccntrnc6iics cstraiiucléaircs 
poiix;int vcrs 11's r~~iitriolcs (Fi«s. 1 , ï ) .  Alais il nrrivc d'ol)srr\,c-r 
ccî ii6oforiiiatioiis niiprès dcs p6lcs d'iin coiirt fiiscau intra- 
ii~icléairc rcpri.scrit:int -un stadc iiiitotiquc beaucoup plus précoce 
(1;irs. 2.3 ). . , 

I,tb fiiiiir coiioïtlc (Figs. 2-16] rst tin tronc clc cône trhs coiirt 
(11. cIiani&trc 200 zi 2.30 iiiii ct 60 h 100 tini clc 1i:iiitcrir (270 et 
250 iim rr.;l)c.riivcnicnt cl:c.z 1c. ni(.rczoïtc inîir) (6)  et dont I;i 

p:iwi est forriiér: (le fihrc.5 d: 30 nni visibl<:s siir ccrtaiiics 
coiil~cs (Figs. 7,l.l  j .  A 1'iiiti.ri~~iir <Ic I'orgniiitc soiit soiivrnt 
ol>;crvfs 2 niicrrrt~il~ulrs de tli:iinCtre 20 nm, accolés et dc 
Ii;iiitcur égale à ccllc du tronc <le ctnc ( F i ~ s .  0,10,13-16). 11 
y csiste frFqucmincnt une oii 2 vésicules de 60 nm 1irniti.c.s 
p;ir une incinl>ranc iinitairc et doiit Ir cciitrc pciit Strc occupé 
l i ~ r  1111 grnii~ilc ~~i i i io l> l i i l (~  (Figs. 2,/2,6.1 G )  . Siir Irs coiipc~s 
l(*b 111~1s t ~ ~ i i ~ ~ ~ t i ~ i ~ ~ l l c s  :11)p;ixiis~r-iit, aii~li~ssiis clii conoïclc-, 2 
: i i i i i c ~ ~ i i s  conrc~iiriqiics <Ir O,] r t  0,3 pni {Pig. 8) dont In tr;ic.c 
t ~ t  pnfois \risil)lc cii coiipc trniis\rcrsale (Fig. 7) .  Ccs forin;i- 
tiori a~iicnlcs sont situ6rs jinni6<1iatcniciit soiis le pl:isrnalc~nmc. 
Lc futiir conoïde c-st voisin, 1.t pnriois très 11i.oclic. d'uiic p:iirc 
<le ccntriolcs vers Iaqucllc j~nintc un cciitrorirnc (Figs. G,7,16) 
ni; I C  p a c  d'iiri fuseau (Fig. 2) .  Lcs coiiprs tnngcnticllc'; 
sériérs révèlciit. h cc stadc I'c~xistciicc d'iiiic bniidclcttc dcnsc 
iiiciii~éc qui s'allorigc ciitrc Ics ccntriolcs ct lc conoïdc (Figs. 
13-16). Cette foi~inaiioii, de riatiire fil~rillairc, cl6bute sous lcs 
t:ciitriolcs, à prosimité de I'apc~s du  ccntrocrtnc, ct se dirigc 
vcrs le coiioïdc à 1'iritérit.iir tlcqucl elle p6iiEti.c par dr,ssous 
pour nllcr sc tcriiiiner nu voisinage drs 2 niicrotubulcs accolés. 
Ccttc bandclcttc est, à iin stade sniis doutc antérirur, plus courte, 

iiiniiis strtit.tiii.61~~ ct st- tc'i.iiiii~r t1:111s iinc c~~idcns;iti(in ;~niiiilair~ 
~)rCfigiii;iiit 1 t x  ctiiioïtlc (Figs. 4,s). 

i2iitoiir (III fiitiir coiitiidc, et pl;iqii6cs soiis Ic plnsn~iilcintnc, 
2 ~rirnil>rniics iiiiit;iircs nccolFc*s s'i-teiidciit siir Q,5 pin ciiviron 
(Figs. l,6,7). II s';igit dc I'6l1;iiiclic <lu cninplcs(~ iiiciiil>l;iii:iirc 
iiitcriic dii futiir iiiéroznïtc, qiii ii'cst jariiais ol,sc.r\'i. ail-clcss~is 
du ronoïdc et ~16biite aii iiivc;iii tlc l'insertion rlcs iriicrotiil>ulcs 
soiis-~~11ici1lnirc~s. ri I'cstrCniii6 tlist:ilc, ct p;ii.fois tlniis la 1;iinc 
clic-iiiî.nic les 2 inciiil)i.;iiic~s s'6c.;iric,iit piiis se rcjnigrirnt pour 
former iiiic pciitr vésiciilc (Figs. 6,7). 11 s'agit donc dc sncctilcs 
ir?s apl:itis cloiit les plirois sont accniCcs, saiif h 1;i 1>6rilihEric. 
Des lames rrgastoplasniiqiics p;iralli.l(.s à la siirfarc dii scliizontc 
pcuvciit vciiir SC tcriiiiiirr à prosiniitf du coiioïdc dii futiir 
iiiérozoïtc. Noiis n'avons jainnis ol~scrvé de rontiniiit6 ciitrc 
ces laines et 1 ~ .  fiitur coiii~>lrsc iticml~raiiairc iiitcnic. Cc 
dcriiicr priit, <I:iiis sa partic dist;ilc, s'iticurvcr vcrs 1(: cytoplasme 
r t  former iinc' aiiipoiilc de 0,- p n ~  surmoiit6c d'iin goiilot 
6troit (Fig. 12). 

Les niicrotubiilcs sous pclliciil;iircs naissent ail niveau d'un 
aniicau dc dinnii.irc 0.35 /."II, cl' striictiirc discoiitiniic ct 
pCriocliqiir, cntoiir;iiit 1'apc.x dii cnnoïclc (Fijis. !),IO). Cct 
a n n c : ~ ~  est ronstituté tlc 11 p;tircs (le courts I);itoiincts deiiscs 
nrcolés r6p;irtis ?I iiitcr\~;illi~s rb::iilicrs (0,I p n ~ )  siir unc 
circoiiférciicc. Entre 2 de ces pnircs, on observe 3 b;itnnricts 
iiioins osmiophilcs Cgnlciiiciit csp;icb. Les microtul>iilcs, au 
tiotiil>rr tlr 22, dtl>iitciit â In partic siipériciirc de cet niincaii 
(1:igs. 9,10), inî6ri.s 2 11:ir 2 c-litre r1i:iqiic pairr clii I~ntoiincts . . 

t1cnst.s. 1,ciir <li:i~nEtrc cst - 20 i i i i i  et ils rayoiinciit niitoiir 
dii conoïtli,. soiivciit tri's oI)litliirincnt, cominc les niilics cl'iinc 
tiirl~irir (Fic. !)). n;iii< cc cas, ils soiit nrqiits, rt Iciir scris de 
roiirl>iirc est itlciiti<liic à rrliii d : ~  I n  bnndclctt(. dci~sc joigrinrit - 

ccntriolcs et ronciiclc ( Figs. -$,Ir>). I,cs coiiprs trn~isvcrsnlrs dii 
srhizoiitc niontrciit rjiic 1c.s niicrotiil~iilcs Iongrnt Ic complexc 
nieml>rnnairc iritcrnc ct ont iiiic cs~ciisioti Iattralc idciitiqiic à 
rr drniicr, (:'i.st-à-clirc - 0S.fr.rii ?i cc stnctc (Fiq. 6). Siir ccs 
iiiCrii(.s coii1,c.s :iplinrnît parfois i i i i  iri:iiiglc Ociisc (Iniit 1;i l~nv :  
rst ;iccrdFc ?L 1'cstrî.riiitC prosirii;ilc. t l i i  ronil?lrsc ~rirnil~rniiiiiro 
iiit<-rric, ail iiivr:iii rl<: I ' ; i i i r i c~ ; i i i  <I'iiiscrtiori. ' I I  :irri\~c d'c,l,scr\~irr, 
dans Ic cyinl~lnsnic de schizontc.~ oii 1;i différciiciatioii n'a pas 
rncorc! dEI)iité, cI(*s foriiiatioiis pl.riotliqiics cl? niCiiie striictiirc 
que I'iiiin(:aii siir Icqurl s'iiisi~rc~iit les micrntiihulrs, inais n'al- 
fcrtniit plis iiiic, clisliositiori circuliiirc. Ces forinatioiis pr.iiv(:rit 
Etrc voisines d'unr paire de ccntriolcs (ou cliplosoiiic) (Fig. 1 1 ) . 

D';iutrcs organites sont Egnlcnirnt associés .? I'iiiitintion drs 
mcrozoilcs: Contre Ic noViti, i ~ii,osiniité clii crntrtyôiic*, est pré- 
sent uil dictyosonic constitiié d'iiii lit de v<:siciilrs de 50 nili 
surmonté par iin pai t  nonihrc. cIc sac<-ulcs :iplatis (Fig. 7 )  : Soiis 
Ic roiioiclc nl)p:irait iiric forniiition :irrondic, de 0,4 /.hm, h c-ontciiu 
granulciix dcnse et iiniitéc par une mcmùranc unitiiirc (Fi;. 
12) : Uiic variiolc ~>liiriiiiriiil~ra~~;~irc joustc 11;irfois Ic rioy:iu 
(Fiçs. 13,16). 

'Toutes les fin!ire~ reprcseiitent Irs schizontes de 2èine génération d' Eimeria necatrir (Johnson). l'i!:iircs 1-36, inicrographirs clec- 
troiiiqiien. ill>r<\.i:itioi~s: i\. arincaii d'insertion cies iiii<:rotul)ulc*s soiis ~~c~iliculaires: a, anncaiix aj>icaiis; c, rc:i~triole: cm, cornplcxe riicin- 
1)rnri:tire intcriic: CO. conoïde: rt. rciitrocônc: en, cn\.clAppc niic.1Cairc; cr. crgari«pl:isrnc; (:. tlictyo~oiric; FI? celliilc liî,ic: I,, globule 
Iipidiqiic; 11). 1;iine I>iincnil)rnn:iirc: ?VI. rnitoclioiitfric; m, nicmbrnnc cytol>lasmic~iic; nili, microporc; X: noyau: riii .  niiclfolc; p, ainy- 
lol~rctitie; pli, p6tloiiciile de rhoptrie; R. rhoptric: RA, future rhoptrie; s, rnicroili.me; t, microitibull: sous pelliculaire; v, vacuole; va, 
\.ésiculc apicalc; viri, vaciiolc pluriir~mbranaire. 

Fis. 1. Srliizonte à In p&ril>hi.rie diiqiicl a~~p:ir;iisscrit les 6li:iiichcs rlcs m6ruzoïtrs (f1Echcs). X 11.000. 
I : i~s .  2.  3. Ct~iipes siicccssires ail niveau dcs formations initiales d'uii rnérozt>ïtc situhcs face ail pîtlc d'iiii noyau traversé par un t:oiirt 

fiiscaii (flCclic). X 57.000. 
Figs.'4. 5 .  (loiipcs 'tansenticIl-s siicccssi~~t:~ d'iin st;ide très precote de différcvxiation: iinc han<lclrttc dciisc (fl2clir.) s'étcrid entre 

Irs cciitriolt*~ ri Ic l~itiir conoïdc rcprésent6 Iinr lin anneau osrtiio~~iiilt~ cciitré sur iine v6siculc. ],es microtubules soiis pc:lliciilaircs 
rayonnent ol~liqiicnietit autour du conoïde. X 57,000. 
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"Perlage" des méroxoites.-Lorsque les néoformations sous- 
pellicul&es ont atteint une extension latérale d'environ 1 pm, 
elles commencent à soulever la membrane du schizonte en un 
dôme centré sur le conoide (Fig. 12). Puis cette protubérance 
s'accentue, devient un cylindre préfigurant l'apex du futur 
mérozoite (Figs. 17,18). 

Dans une 2éme étape, le diplosome, qui était resté jusque 
là à la base de i'évagination cytoplasmique commence à y 
pénétrer tandis que celle-ci continue de s'allonger. Il entraîne 
à sa suite, par l'intermédiaire du centrocône, le noyau, qui est 
ainsi progressivement intégré dans le jeune mérozoite (Figs. 
19-32). Au cours de ce perlage, l'évolution des divers organites 
du futur germe peut être envisagée successivement. 

Le conoïde est toujours situé à I'apex de l'évagination 
cytoplasmique, surmonté par les anneaux apicaux visibles sur 
certaines coupes (Figs. 17,31). Son diamètre varie peu, mais 
sa hauteur croît progressivement et il atteint sa taille définitive 
après le début de pénétration du noyau (Figs. 22,31). On 
retrouve sur certaines coupes (Figs. 28,29), les 2 microtubules 
accolés s'allongeant sur toute la hauteur de l'organite, et 
auprès desquels peut aboutir une bandelette dense incurvée 
comparable à celle observée lors de la phase d'initiation (Figs. 
28,29). 

Le complexe membranaire interne est appliqué contre le 
plasmalemme dans l'apex du m h o ï t e  en cours d'individuaiisa- 
tion (Figs. 17,22,29). A I'extrêmité antkrieure, il se recourbe 
et sYinte&mpt au niveau des anneaux apicaux (Figs. 17,22). 
Mais dans la quasi totalité du futur germe, ce complexe 
présente une organisation beaucoup plus irrégulière. Les coupes 
transversales montrent qu'il est formé de lames bimembranaires 
de longueur variable ondulant dans le cytoplasme, et dont une 
extrémité s'applique contre le plasmalemme en venant se 
glisser sous une (ou parfois plusieurs) paire de microtubules 
sous pelliculaires (Figs. 23-25). Certaines de ces lames peuvent 
venir s'accoler au dictyosome (Fig. 25). Les sections longi- 
tudiiaies offrent l'image classique du complexe pentalaminé 
juxtaposé à la membrane cytoplasmique (Figs. 19-22), mais 
de longues lames bimembranaires longeant la face interne des 
microtubules sous pelliculaires sont également visibles (Figs. 
18,19). Le complexe membranaire interne s'interrompt à la 
base de l'évagination reprhentant le futur mérozoite (Figs. 
19,30). Les micropores commencent à apparaître sous leur 
forme classique au cours de ce "perlage" (Fig. 23). 
Les 22 microtubules sous pelliculaires restent parallèles à 

la surface cytoplasmique pendant l'évagination du mérozoite. 
Ils s'insèrent à I'apex sous l'extrémité du complexe membranaire 
interne (Figs. 18,26) et se terminent postérieurement au même 
niveau que celui-ci (Figs. 18,20). Nous n'avons pas retrouvé 
l'anneau antérieur de structure périodique observé chez les 
stades initiaux. Par contre, entre chaque microtubule est 
présente, à ce niveau, une petite densification cruciforme (Fig. 
28). Bien qu'à l'apex les microtubules soient espacés régulière- 
ment les uns des autres (Figures 31, 32), ils sont groupés 

plus bas par paires (Figs. 23-25). Ce mode de groupement 
est d'autant plus net qu'à chaque paire ou presque correspond 
une lame du complexe membranaire interne (Fig. 24). 

Les futures rhoptries sont figurées, dès le début du "perlage" 
des mérozoites, par 3 vésicules de 0,3 à 0,5 pm, limitées par 
une membrane unitaire, au contenu dense (Figs. 18, 24), et qui 
occupent la quasi totalité du volume de l'évagination (Fig. 
18). Lorsque la pénétration nucléaire a commencé, un pédoncule 
se forme qui s'allonge vers' le conoide (Fig. 20). Le contenu 
de ces vésicules se condense et les rhoptries acquièrent ainsi 
leur morphologie définitive (Fig. 3 1 ) . La pédiculisation peut 
ne pas être orientée immédiatement vers l'apex de la cellule 
(Fig. 31 ). A proximité du conoide existent de petites vésicules 
au contenu identique à celui des futures rhoptries, mais qui 
n'ont jamais montré de pédoncule (Figs. 18,22). 

Pendant l'individualisation de la partie antérieure du 
mérozoite, les centrioles restent appliqués contre l'extrémité 
postérieure du complexe membranaire interne, et le pôle 
proximal du noyau, figuré par un centrocône, pointe vers eux 
(Fig. 17). Par la suite le diplosome pénètre dans l'évagination, 
en restant proche de la surface cytoplasmique mais nous l'avons 
alors très rarement observé. Il est suivi par le centrocône qui 
entraîne progressivement le noyau dans le futur mérozoite dès 
que ce dernier dépasse une longueur de 13 pm (Figs. 19-22 et 
Ref. 7, Fig. 3). Ce centrocône diffère légèrement de ceux 
observés lors des mitoses schizogoniques (8) par sa base qui 
apparaît formée de 2 ou 3 lames denses de 5 nm séparées par 
des espaces clairs de même taille (Fim. 18, 21) (7, Figs. c, e ) ,  - 
alors &uselle a ia même structure i u e  l'enveloppe nucléaire 
lors de ces mitoses. Les centrocône est cependant toujours 
limitC latéralement par le nucléoplasme, ouvert à l'apex, et 
renferme une d i e  de microtubules (Figs. 18, 21, 23) (7, 
Figs. ce) .  

Le noyau est très étranglé au début de la pénétration (Figs. 
19-23) (7, Fig. 3) puis il s'introduit massivement et occupe 
presque toute la largeur du futur germe dont le diamètre dépasse 
alors 1 pm (Figs. 30, 32). Une coupe à un stade avancé montre 
un même noyau engagé dans 2 mérozoïtes voisii (Fig. 30); 
la dernière mitose n'est donc là pas encore terminée. 

L'appareil de Golgi est toujours présent au voisinage du 
centrocône, figuré par un dictyosome séparé de l'enveloppe 
nucléaire par iui lit de vésicules de 50 nm. Il pénètre dans les 
futurs mérozoïtes avec I'apex du noyau (Figs. 23, 25) puis est 
retrouvé ensuite appliqué contre la face supérieure de ce dernier 
et peut s'étendre dans le cytoplasme sus-jacent (Figs. 30, 33, 
34). 

Deux ou 3 vacuoles plurimembranaires, au contenu dense 
et limitées par 3 ou 4 membranes unitaires irrégulièrement 
accolées, pénètrent dans les mérozoites après les futures 
rhoptries, en même temps que l'apex du noyau (Figs. 17, 19-23, 
30). EIles sont ensuite retrouvées audessus du noyau (Fig. 34). 
Leur taille est relativement constante (0'3 à 0,4 pm). 

Figs. 6, 7. Coupes transversales successives de lY6bauche d'un mémzoite. Le complexe mernbranaire interne apparaît fond de sac- 
cules aplatis (fléches). Le conoide, très court, est proche des centrioles et du centrocône. Le dictyosome est séparé de l'enveloppe 
nucléaire par un lit de vésicules (flèche courbe, Fig. 7). X 75,000. 

Figs. 8-10. Coupes tangentielles successives de l'ébauche d'un mérozoite. Deux anneaux concentriques surmontent le conoide (Fig. 
8) .  Ce dernier est entouré par un anneau de structure périodique (flèches, Fig. 10) au-dessus duquel s'insèrent, par paires, les micro- 
tubules sous pelliculaires. Dans ie conoide sont présents deux microtubules accolés (flPches courbes, Figs. 9, 10). X 57,000. 

Fig. 11. Coupe tangentielle de schizonte au niveau d'un diplosome associé à une formation périodique de même structure que l'an- 
neau observé autour du jeune conoide (flèches), mais non circulaire. x 80,000. 

Fig. 12. Ebauche de mérozoite commençant ?I se soulever en un dôme centré sur le conoide. Le complexe membranaire interne s'in- 
vagine en ampoule à une extrêmité (flèche). Une des futures rhoptries est présente. x 50,000. 
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Phase terminale de la différenciation.-Lorsque se termine 
la pénétration nucléaire dans le futur mérozoïte, vers la fin de 
la dernière mitose, le germe atteint une longueur de 5 pm 
pour un diamètre - 1 pm. Il continue ensuite de s'allonger 
et de s'épaissir. Lorsque le noyau est entièrement inclus, le 
centrocône persiste momentanément (Fig. 33) (7, Fig. c). La 
partie postérieure du mérozoite s'individualise; elle renferme 
essentiellement des mitochondries et des lames ergastoplasmiques. 
Puis le mérozoïte qui a atteint une taille de 11 X 2 pm est 
libéré du reliquat cytoplasmique (Fig. 35). 

Pendant cette phase terminale, le complexe membranaire 
interne acquiert sa disposition définitive: les expansions in- 
tracytoplasmiques ne sont plus observées, et les lames bimem- 
branaires qui le constituent sont appliquées contre le plasma- 
lemme, associées chacune à une paire de microtubules sous 
pelliculaires ( Fig. 32) . 

Puis ces lames deviennent jointives, et l'on observe plus 
qu'une couche bimembranaire continue sous la membrane 
cytoplasmique du mérozoïte (Fig. 33 ). 

Le dictyosome ttmoigne d'une activité importance et, au- 
clessus des saccules qui le constituent apparaissent 2 types de 
vésicules qui en semblent issues: (a)  De grandes vacuoles de 
0,2 à 0,5 pm au contenu hétérogène et faiblement dense, 
limitées par une membrane unitaire (Figs. 33-35); (b)  de petites 
vésicules de 0,l Pm au contenu homogène et plus osmiophile 
que celui des précédentes, égaiement limitées par une membrane 
unitaire (Fig. 33). 

Cette phase terminale est surout caractérisée par i'apparition 
de 2 types d'indusions cytoplasmiques qui occuperont un volume 
important dans le mérozoïte mûr: les micronèmes et l'amy- 
lopectine. 

Les micronèmes commencent à être observés dans la w o n  
médiane du mérozoite à proximité des vésicules golgiennes 
décrites ci-dessus. Ils ont la forme de navettes -denses de - 200 
x 60 nm, de section circulaire, limitées par une membrane 
unitaire (Figs. 33-34). Leur nombre croit rapidement et ils se 
rassemblent dans le tiers antérieur du germe, qui est leur 
localisation définitive (Fig. 35). 

L'amylopectine, absente dans le schizonte en cours de crois- 
sance, apparait en même temps que les micronèmes sous la 
forme de grains clairs ovoides ou arrondis - 0,2 pm dépourvus 
de membrane limitante et mis en évidence par le thiocarbo- 
hydrazide protéinate d'argent (Figs. 33, 34, 35). Ces grains 
s'accumulent dans la région médiane du germe ,(Fig. 35). Il 
semble que la quantité d'amylopectine, de même que celle 
des micronèmes puisse s'accroître encore après la séparation 
des mérozoïtes du reliquat cytoplasmique du schizonte. 

DISCUSSION 

Les modalités générales de formation des mérozoites chez E. 
necatrix sont caractéristiques de l'exogenése décrite par Porchet- 

Henneré 119). Le com~lexe membranaire interne se forme en . , 
effet à proximité immédiate de la membrane cytoplasmique 
dès le début de l'initiation des germes. Les ébauches de 
mérozoites apparaissent toujours à la périphérie du s c b n t e  
et nous n'avons jamais observé le découpage par invaginations du 
plasmalemme décrit par Hoppe chez l'espèce voisine, Eimeria 
tenella (14). Par contre, les expansions intracytoplasmiques du 
complexe rnembranaire interne présentes lors du "perlage" n'ont 
jamais été observées chez les autres coccidies; elles incitent à 
penser que, même dans l'exogenèse, ce complexe est au moins 
partiellement indépendant du plasmalemme. Ce type de dévelop- 
pement exogénétique semble ici li! à la position exclusivement 
centrifuge des noyaux du schizonte et sunout de leurs pôles 
dirigés vers les centrioles toujours situés sous la membrane 
cytoplasmique (7, 8) et auprès desquels apparaissent les 
structures initiales des mérowites. 

Cette proximité entre les diplosomes et les futurs germes 
pose le problème des relations entre la dernière mitose et la 
différenciation. Chez les Eimeriidae à développement exogénéti- 
que, les observations à ce sujet sont jusque là limitees à 
l'existence d'un centrocône à l'apex du noyau du futur rnérozoite 
(7, 13, 17, 18, 30, 36, 37). Chez les Toxoplasmes et organismes 
voisins, les résultats sont plus précis et montrent 2 cônes 
polaires, de structure comparable à celle des centrocônes, 
pointant vers les germes fils en cours d'individualisation (35, 38, 
39, 41; Dubremetz & Vivier, observations non publiées). Chez 
les Hémosporidies, des fuseaux de division sont observés dans 
des noyaux associés à l'apparition des mérozoites érythrocytaires . 
(29) et des sporozoitu (5, 15, 43). Mais c'est chez les Eimeria 
à début de développement endogénétique (4, 11, 25) et chez 
E. tenella (14) que les observations les plus nettes ont été 
hlisées: d e s  montrent un court fuseau intranucléaire accom- 
pagnant le début d'initiation des germes, et des centrocônes 
ensuite. Nos résultats chez E. necatràx sont comparables et 
montrent que la différenciation des mérozoites peut commencer 
à un stade précoce de la dernière mitose schizogonique, une 
ébauche de germe apparaissant face à chacun des pôles 
nucléaires. L'initiation de ce phénomène doit sirivre de peu la 
duplication des centrioles mais est encore mal précisée car les 
figures les plus précoces de l'organitogenèse sont difficilement 
identifiables. 

Le déroulement de cette dernière mitose ne semble pas dif- 
férer essentiellement de celui des précédentes. L'observation 
très rare du fuseau laisse penser que celui-ci disparaît rapidement 
et qu'ainsi les chromosomes f i s  sont très tôt solidaires des 
pôles, figurés alors' par les centrocônes (8). D'autre part, le 
rôle du complexe centriole-centrocône dans l'orientation et la 
séparation des noyaux fils est ici encore nettement mis en 
évidence: les noyaux semblent entraînés par les fonnations 
polaires vers l'intérieur des germes et leur Ctirement au début 
de cette pénétration plaide en faveur de cette hypothèse. 

C 
Fig. 24. Coupe de mérozoite au niveau d'une future rhoptrie montrant la stnicture du complexe munbranaire interne en lames 

(têtes de flèches) venant s'appliquer sous une paire de microtubules sous pelliculaires. X 85,000. 
Fig. 25. Coupe de mérozoite à un stade voisin du précédent, au niveau de l'apex du centrocône. Une lame du complexe membranaire 

interne vient s'accoler aux saccules golgiens (flèche). X 85,000. 
Figs. 26-29. Coupes successives de i'apex d'un mérozoite au même stade que les précédents (une coupe est omise entre Figs. 27 

et 28). Deux microtubules accolés sont présents dans le conoide (flèche), de m h e  qu'une bande dense venant se terminer à leur 
contact (flèches courbes Figs. 28 B 29). Entre i'apex des microtubules souspelliculaires apparaît une pièce cruciforme (petites flèches, 
Fi ..28). X 85,000. 

k g .  30. Stade tardif de la dernière mitose: les 2 pôles du noyau pénètrent largement dans les 2 ébauches de mérozoites (flèches). . - x 24,000. 
Fig. 31. Coupe de i'apex d'un mérozoite à un stade voisin de celui de la Fig. 33. Deux rhoptries émettent leur pédoncule en sens . 

opposé. X 45,000. 
Fig. 32. Coupe transversale de méraoïtes au même stade que précédemment, montrant que les lames du complexe membranaire 

interne sont appliquées contre le plasmaiemme, et non jointives (têtes de flèches). X 42,000. 





1,~s Iiiiiirs iiic:i.i,/ilïtcs. L:i sCcliit.iicc tl';il>l~;iritioii (Ics cliv<~i-s 
i,rK:iiiitcs ne ~iciii t-iicorc, Fti.c: p:ii-i;iitc:i~iciit ~)r&c.isi:c, car ccriniirs 
ci'c.iitrc riis st~iiil)li~iit :tri, iii<liiits si1iiiiltai~6niciit, ct d'autres 
{ ~ n t  <l<*î sr:ictt.s pr&.occ.s <lifficilcs à carnctbriser. Pa r  :iillc~~rs, il 
t.11 cct cliii soiit isïirs <lii.c~ctcrncsiit tlii îyiopi;isiiic du  sriiizoritc. 
(:iy)t'i~J;iiit: 3 f ivoi i l~~s  dc ioi-iriniions ~ C I I V C Y I ~  Ctrc distingiii's, tjiii 
.i1,11:irni\sciit oii sont iiit6firEs siirccssivciilciit: ( a )  en prcriiicr 
1it.11 Ic cn~n~>lc -x~ :  iiicnil>r:iiiriirt+ iiitcri~c, Ir cniioïtlc, les iiiicro- 
tiil)iilcs suiiy-~~i~lliculnirrs c,t 1c.s i.lioy>trics; (11) piiis Ics orgniiitcs 
cvtol>l:iziiiiq"îs c.lnssiqiics; ( c )  crifin Ics niicroiitiiics ct l'ainy- 
lol~cctine. 

1.c coiiil>lt*sc~ iiiriiil~i-:iii:iiw iiitc.riie d r s  iii6rozoïtc.s d'E. ricctnriv 
iiriris cst toiiiours nppirru constitiif d c  2 mcnil)rancs iiiiitaircs . - 
;i<:ccil6cs, mCiiîc ;iiis stir<lcs les pliis pr6cocrs clc In <liffCrcncintio~i. 
I ' r i  outre, ct cc-ln c:st l ~ l u s  iiri cticz Irs formcs iniinntiircs, Ics 
iiitcrriiption~ (1,- cc complcsc iiioiitrciit in1 ri.toiiriivnicrit r t  unc 
coiiriniii t h  dcs 2 iiîi~rribraiic~s ronstitiitivvs, cc qiri pi>rinct 
<I':irsimilcr ces fornintionç à clcs vi:sici~lrs nplritics, 5 In lurniérc 
p t ~ ~ s q u c  totalciiicrtt collapséc~. Cr t tc  iiltcrprétatioii scnlblc Ctre 
vnlnl~le cliez toiiq les Sl3orozrr:iircs (48). Les rnodn1iti.s dc 
g?.cnEsc di1 conipl(xc riic.nil~rniinirc intcrric des gcrmcs inlcctieus 
clc ces Protozonires sont ninl ccrriniirs. Clirz To+olilast>zn (4.G),  
il a, clans ccitnii~s cas, poiir origine I'iiiflfciiisscrncnt d:ins Ic 
cytoplasme dii ci)ml>lcsc hon~ologiic de 1:i cclliilc mèrc. Idors 
des cxogeiièsc.~, Ic cornplcsc mcinl>rnriairr intcriîc est unc néofor- 
ination car il ii'i-xistc . p i s  dails le scliizoritr irnm;iturc; et  la 
I)l i i l~art  dcs :iiitcurs n'ont ,ilors ol>icr\~6 ; i r i s  stntlcs pri.cnccs qii'iiri 
i:pairsissoilc,nt drnse pliis oii moins I:ic,ii rfsolii ( I I ) ) .  Scul 
1'rciisii.r (211 :i 1x1 n ~ o n t r r r  (1ii';iii c ~ r s  de la sJ~"~~c)g(.nCsc i.clicz 
1;i prép:irinc ~ i f i l t r~cx i s  lintti, <i:tit. loiinntioii ;i polir origine 
I';ip!atisscrncnt <I'uiic lnmc crgiisfoplnsn~iqi!c coiitrc Ic j>lnsnia- 
lcnlmc: et  qiic son dévcilol~l~ciiiriit SC porii-siiit pnr adjonction ( 1 ~  
vi.sicu1c.s issiic; d e  I'apl>:ireil dc Golgi. Il cil scr.~it pcut-êirc 
d c  même nii roiirs de  la scliizogoiiic c h ~ x  la Coccidie 12q,yrcgafa 
(20) .  Clicz E. nrcnt lw rios iinngcs. ~nontrcii t  qiit-, d?s l'origine, 
lc coriiplcsc incrnl>riiii:~irc intci.~ic [)(,ut Ctrc: icsii dc  l';i~~l:itissc- 
inrnt clc sacciilCs. C:c*i>eiidnnt, s'il rsihtc pCriCi.;tl(~ri~rrit iiiir 1;)nir 

.O ., . . .  . 

rrgnstol,lnsiiiiqiii: paralléle :: 1;i surfacc du  stliizonic inirn;iiiirc, 
tx!le scrnldc Ctrti étrangère à la i1:iissnncc dii jciiiic cnnil~lrsc 
riirrnbranairc iiiicrric a\.(:c IOC~IICI clle II 'CS~ j:iinnis cri coiitnrt. 
Dans les jeiiiics iiiérmoitcs cil coirrs 6'Cvngin:itioii, lc coiripl(.sc 
interne rst soiis la forriie cIc Inmcs 1~ii~iciiil1r;iriitirc.s dont uiir 
partic loilie Ic ~>l;isninlrrninc. Cilrtnincs imngc*s inoritr(!nt un 
nccolcrncnt oii iiric ronvergciicc <!II ljord l i l~rc  di: ces lanirs vrrs 
Irs s;icciilcs clri tlictyosonic. C c  pliénornèiic ii';ivait jninais 616 
derrit clicz Ics Coccitiirs; il p c ~ i t  ccpciicl;int Ctrr raplxocli6 dvs 
oùserv:itioiis di: IZohcrts ct al. (25) qui rnontrciit, chcz Eitncrin 
callosf~er~,io])liili, un coniplcsc nicmbrnnnirc iritcrnc nou~~cl lcmcnt  
formé discoiiiiiiii, coristitii5 dc  pctitec iicaillcs nssociCcs chacune 
A unc pnirr dc  n~iciotubulcs sous pclliculnircs, cSt signalent cil 
outre lx prfcriicc à prosirnit6 tlc vésirulcs issiirs du  C;olgi. I l  
scmblc cl~ic, clicz E. ficcatrix, le coinplcs<: incrribrariairc iritcinc 
des niCrozoïtcs puissc SC développer, dès I'originc, par fusion 
et  ap1:itisscnicnt dc  vhsic~ilcs i s~ues  du  dictyosome siiivaiit i i r i  

proccssiis coni~~;ii.;tbic à ccIiii nioritrf chcz l3iplnrtsis ( 2 1 ) ,  mais 

Fis. 36. fDiaRrnniirii.s scl:Cniaiiclties.l ii. ;l;~j~niition cles 6haiiclic.s 
du niérozoïte aiiprEs du pblc cl'iiii iioyaii et  contre la iiicnil>rane 
lilasmiquc clii schizontc. L,a formation ~Iriisc qiri joint la base 
dcs ct.ntri~>lcs au corioïdc n'cst pas dans le plan clii sch6ina et 
cst réprcsciitéc par un trait discontinu ( f l i ~ l i e  ;paisse). r\nncaux 
a1,icaiis. a l  et a? :  cliroiiintiiic: ch;  cinCtoclir)~c, K i  rnicrotiibulcs 
sous ~~clliciilaircs. ts. 1). Dci)itt dii "perlage" d Uri iiierozoitc, avant 
la 1)Ciiétratioii niicléaire. Dans le conoïdc, coinri~c à la figure 
précédente, sont présciits 9 iiii~:rotut~ules accol6s (fli.clic finc): 
c. La disposition dcs fcuillcts dii corriplcxe ineriil>ranairc interne 
dit mérozvïtc en cours cl'évagination dont iinc partie cst glissée 
cntrc Ic ]>lasmalcrriine et  iirie paire de  rnicrot~ibulcs sous pcl- 
lic~ilaircs et  dont I'extr61rri~6 lil,rc ondiile dans Ic cytoj~lasine. 

sans intervcrition dc  I'ergastoplasrnc (Fig. 36).  D'aiitrc part, la 
syiithèsc des lar1ic.s binic.n~l~ranaircs paraît 1)liis rnpicic qiic 
l';iccrois.~riiiciit dc surlacc du liitrir gcrinc, ces lorinations étant 
ultérit!iircm<~nt cntii:rrmcnt apl>li<liiécs coiitrc Ir ~)l;isiiinlcnime. 

Lcs iiiicropores ciiii sont souvc.iit présriits siir les iiiiages (le 
gruésc dcs gcrnics iiifcctir*iis dc  Sporozoaires (l!), 31) ont 6tf 

Fi?. 3.7. C;oiipc ol,li<jric tlc in6rozvïte Q un stxdr prnclic dc la libération, passant par l'apex d i ~  noynii et Ic <liciyosoisic. DIWX types 
dc  vi.siculcs (tcirs de flèclics et  astCrisqucs) ~(~iiiblcrit issiis tlu Golgi. I,es niicron&rncs c:t 1c:s sr;iitis d':t~iiylol~cctirlc :il)p;ir;iissent. X 

> 45.000. 
Fis. ,311,. \,.tic ~~a r t i c l l c  de  schizorite lors de la libbration drs mérozoites (*, vaciiolcs scni1)lniit issiis de Golgi). X 26!000. 
13:. 35. hIisr en 6vitleircc dc I'ainyloprctint: par la rfaction dc  ?'Iiit:ry (45) dans les mérwoitcs lil,Crés clii reliquat cytoplasinique (*, 

v;icuolcs scrtil>l;irit issues dii C;ol!;i). X 2U,000. 



tltllsjn3.b ?zniix IPLW frjrrvze r l r tss ic f i~  d& ic cldinrt dr 1'hmgiii;lrim oirtrx; d&rfcr i t ~ i @  wktthl nlnl$ri~lle entre 1s rw?oT~k nniiutrllc- 
r l m  inPr~~c~6rc~. IEia cpie de Çdlm structures p-éi-xigtriit dms mcnr f w ~ i k  a ln du diplmorne [ou ILpm du cr?nt~~~&o], 
Ic slchimntc irnntrrrhi~c~ il nc ccynt~ie pa qu%li<s mImt iilt&grlP@s r ~ p r b t 6 e  wie bn~dclctte d m  venant be tmmSEIer O 
riaes Ic?; &audic?y; Scriîind & h a n  (3% 57) jmmmt 9 1 %  ce fVbi5rScur de fimgnnite altical (Fig. $6). WI~C teIfe formation 
iii\r?a~l la parai diffhairic de noe~vmux miwgprrnefi, m5s aucune ais 6 6  decrite aatéri~urcnlmt cficz Ics-S&mwoaira_ 
i n q c  dr: [cm gmi'~.~ 11% &$ j-1% - Lt w m  ~i(M?trnFdi~& I= n~éraaoitcs 
+ m k p l r ~ f ~  oï~rr,TSiiÏï, atm & ndcrufrk* d'trnc iiî\*a&s*h CII ggfcptn uir tlian~cnt rtciiee ;etr~E 6rxmnant de 1ü rêgiinii dl8 
a m p ~ l c  da Ixwl distal di1 cnmldexe memlwrtnaife iintcnrc & E ~ O X ~ C  pt so perdant b a s  1s ç:yta&~tfir qui mt pcut-&re 
rlm ~ u d m  &a pr6cwa nous iwEte 21 inter$tcr F a t e  farrnntasn llr~mologur dt* ce q~tc n w  dr3crivons ici, &ilais smks rektiun 
mmm lu prccctiwlir &un miciropote, qui p r r 8 é t  dE&w appotfte avec Loo ca~trioia. e t t e  knddcttc dense, rha E. 
par disptritias dc I%rt.mpufc yc?ssirtan@e du col. neracrig, lmmb rqwhtc l r  Ic mafériel. 31 p~rtIr duqcl  
Lm mir~tabnles @icwhires onr b& ddcnta cùcz tas s ' & s b ~ t  Im fibre$ du emoFclc, gui se qnrzid-it au n h u  

Im germes inftxticux rfcs Spommaim, éouvcnt ssmbrc d'une de Xa bagc du di~oâon1c. Ccpandniit, il n"app'yz)& de contact 
\ ~ ~ Ù Y E  ( f ) l ) ,  Lasr apparitia~ï senit,1c t~lrjows && ~7r(:C imm&&mr cntre rcttc farination et 1~ pmi  dc t'organite, snuf 
rvtle du c<lr~~pEcxc: me&m~;Mre i t~tcne (El), C k t  Cgi~lcmciu pcut4tz-c r u  sadc initial, et ja aiadalités eaiaeta du d h c h p p  
Ic em Brhz %. a~rat~+.ir; I ' w w i r t i ~ ~  (rrrdte mere cbqwc p;tire maIr ch maidc  restent B p&&frr ri1 m a i t  ahsi pciss3hle que 
dc mk'mtubuies a rbnc h ~ n c  bimamhnaIre n';avait hB okmm& b centnole n'indiiiw qu'irn k'3gwme" mlaabie ensuite & se 
ant&ieurcsnent que diez E. ~ c k t b d & d ~ t i ~ b p ~ t &  123) et if et d&v1apper de mnjt.rc ii~dtlwitdûnto, 1xypathP.aSe d m k  par 
~rmsIbIc que Ic squoltrtre mîi~rottlbu3aire mw de support dam Hatnn~ond B Danionkt (EO) 3 p r p  d'BNEzertn tittignc1 et h 
la mlsc en p k e  de ms memkatxe~ Clda viendrait ~~~le l le r r~ext t  -datte. d w  quc mus obe~vons purrnlt etrc mi nd iu i t  
mpliguer la juxl;.Ipit"în conmnte de c o  2 type* de 60rmtian1 de rate inimmtkn p&oce {rn& aussi awdr me t ~ l t e  attwq 
q+rcl qoe mit IC r l l Q d ~  de g m k  &s m i t g  infwicux (19). Mm sig~ifikatkm), 
r&dra,ata ntmtrcnt pan ~puc Sa naissirnec dcs mt'crotubdes C$mins a s o c i k  nu cwoidc peuvent 8tre disjtllr- 
m~s~elticrtlsirm risex B, n~s*(~i~is est grnide i un mneau &v fscr- parfais tri3 tiix, chez E n ~ c e t r i ~ ,  ct ant dhj& & ~ é  d&&tcs 
F W R ~ U  th s t r u ~ t ~ m  p%ia&iqae m&d de t Q&&S chcz rfi'nïitrcs Spor-o%baircs, G'rst Ic eas dm 2 anntvttux apicaux 
~gwndrrnt aux I I  pires& rnirmtrzhlea Auem tgarrzi3I nntflri~r ÇMpbéec),n*jdal ringPl (321, ~mnraw densas s u p e ~  sur- 
1 % ~  sigval~ t m  t~Ik Iormatùa dmr dérive &oute I'an~xm m t a t l t  Se cazmIide$ m gui po~m~imt b'hfe que iicto ~rrnngç!nr~islt~ 
SSt~.;crtian halkwllmcnt d&dr raicz' les gtadm fit* tzrdifs du: circulaires . de gntadcs (47 9. Ata corrm de la galbe  d e  
&f~.dm'~riaiit> a chex 3m pacs hfcetinm. Sp<lmmxi-~ n ~ ~ t r ~ ,  3 srm3bl~ qui: CO 2 f~~"nratiOtl~ ,wicnt CIIi~bar~l fan- 
et chfs l~rjwl smt fich& Jcs mirvoru'hulrr wtta pdliruiiiirm f 21 ]. contfic~ws t-t qubsuitr le cercle intErir?nr s°arcroim pnur 
C%t artticail l>irineliquc c p i  p m f t  s'orgwhr iulour du dipbomc: f m  i'at~aeair b plus ~i~~tirtintr, Une v&ide  de 60 m, i l w  
swnt I'spptriticm & tarrte autre ab fomt ion  poumit SM @? Ccatre tr,E;~~eralsma%t acci1p15 p r  im g d n  h 9 c ,  es puouvc%*r 
ImcEuis par lm cclntridm ct Ct~e cnsuitc P. l'dg'= de f'agmcmca p r b ~ c  a t r c  les rrm~xan: pr&~h&à, psrfak d&5 frMation. 13m 
et du dbclappern.t du s ~ t % ~ & m  dcmabufairc h t  il possbdc tt?lEo &kuk apicale miste chm dc nornb~tl'uacs €&e&rETeq (2, 
Irr sy&&. 32, *S, 33,.3,Q), Naus nc cunaainru#is ds: saii sû >lc, ma& eue 

dElxit da: In difiiarencirir~ clcs rndrazo2tcs d'dgxrcgntn, pumtk pmvc~lir grtnc i t~ t iv i tC  ccfitricrhirc car m ~ntsrnlrc ' 

'Pa~chct-f ~ c n n c r  L R8cbs1.d 12Q) cibgcf~mt la con~*ctgcnce de fr&uemm~at da %*2&cslm similairru nt#@ c$*z Cfi~~lmmne {Eg. 
' iqicr~ifbulrs auiutrT d*w wnrridc tir suppwa~t qrrc cet 8paafiute 17). tfne %me fornatinta mwribc nu cnncJdf tst x ~ s r ~ i l t 6 e  
]minmit 4 3 ~  rc%mmUc rtst  feu^ g w b .  Chez E. accnrri.r, il par 2 mîcratuhules accdh s"ttenclant pariihklancnt .i 15acixc dc 
,witblc que L diplwmke itrduiw %~E(I tnawice nfni.ltqmI@tiquc t ' v i t e  sur touic sa hnutour (Fig .  36). Ccctx-ci potirrriimt 
(.ci] fect anneau) 3 pr t i r  d~ loqrloIle sc polymi.rkmaiien€ les corrcapdirc a m  biiguctts awlitles cfhwkcs ai coEohsUHz 
~~iirrrrtiibules SCRIS pdliculairca nkgasiwc: dans Ec conoidc di- m a i r w  Er'+nrria (4 24, %), de 
De cwroidcI organftc p&mt EL= h p l i i p~ r  dcs germes Tci*ir>pEaa.ma (471, dr! Sweo~:ysi"$s [Pmcbt-Itlnyid* csmmu~lica- 

ii~fecsit?lty. de %p~rwmtre% cwepCé JCS IIEffnm~ridieg et 105 t l q  plrr?rtmticlle) ct &dcnrsnt NUS f3hrCS deqlies p r h t a  entre 
Piroplm~«i /21,32) a una s1lucdw a m t 4 i r t u e  rcata~emcnt î e  pMmcttiea dm ritaptrics ehcr d i v w  Cbe&&cs (3, 6+ 393, 
f i i a  cmlrue quuiqu"k~amjrlQ~~g~it  d4finic (43). Ja 4@), Mms nr savons rien dc E* s i p i k a t h l  de cette: paire de 

' - par eonwc, wrmncns dtd OtSe1~6e mec p&IsianI bien que de nicrMubttlq .mais il faut nrnisrqeer que la handelcrtc dmsc 
n o m b ~ m ~  rn\vaux montrent qu'U a~psinfr 3 pr&xirnitk da diant la tase des e~cn'trhlcs B Yint6dr du cmoïde se rertninc 
ratrioie w du ccntrof8ne quand enm-ci srnt d & i a  (39). -1ernmt au contact dc leur ezrtrhit& et qrtc des mpm 
h u d  & ComS (17) cnvhwnt la prt-mim lia posihilitd fmctimncis mLstcnr pmt4tre cntre ccs 2 Eamtim 
bm mpport entre 0cntFiok et d d c  G s e ;  hypxhk m Les &optdr?s, présenta &es togs b . p c s  bfwtiaix dm 
4 m w t  h q u C e  p r  k &te, d, plus r&emmmif par H c h ?  8pmxm&rea [al f ant w e  nrigidc mal connue. Mies s;ctnbImt 
{11), qui afffrnic quc le can&ic dm m~z~mEcm d%*eria d4~ver  de v&cdcs donscs apptmiszrant dans ta rdgian aezt-1c 
stkdai est fmmk de 1% fibres et mt &lait. par lc emtrMcC N w s  ct i;rirdicuIisant w&itc s.m I';lpc% f 19). ScuZ IlcIbr f 12) 
~z'o~aas pti, bim que le chiffre dc 18 soit p3~4bh  dCFsnir pm que ch= B. ~6ie&i, cllm w d&wloppmt & partir de 
c:x@c'teinom le ilornlilro de /km cnmtiirtnnt ir? ç01loîde d'B. IYntbi~ur du emrokle vers Ir c.rtapI;?m~. PxcizsEn. (233 sugg8rc 
tt~ealris (6 ) .  Pap contre nnocrci awns p~ observer que, d&s unc 61rgi0~ gd~1gBensic pmir ces r~rgïrr~i~e n t5vicr ett Pctitprm 
1'arig&, c& org;?nSac p d é c  slan diwmDtre cipicif dalitif et &vsyu~*t &g&~Içrnml une tcilc hypothésc F47, 49, 30). Hw 
est f a r d  de feFMiws+ m i s  que m hantesr i~iaitiale mt t h  *aite 01z~rit51ùtatims wr £3, nacu6tl.v man'tmnt qr1c It3 v&iewt~s de- 
ct erdt sn&ti.te pendant It4nd-kidtawwn del m$~~doîtes, Le @fkumt  IVE rhaptrh apprrthmt ci& htrr stxdts p&coet.s de 
1smjIrIÈ.me SC gmq de ssr\ioiir. si eonrmlt, eai*t mfam dctjtr i'hi~tkdm dcx mEmfm à pk-ttsimir4 du ~cntrmCmq ~'e-e 
tma los- Bf&nrm&s dm P h  conslituW gui s ' a t h g ~ t  mmite dire aupriis dti 3Sclyuwmc.' Une acigtnc ~)gtgicnnr! ahsi 
en spim1.u; ~ t y i  s'il e t  &ab& ~ * c r n w t  PF htm&dm . etfe m&r& p s  c e  ozgrnites tara* Iro3 madalit& de lcur 
awct~&c dl: I i h  dle tcqpcte d&fmiiiivc. Maus ~ u ,  m g& rcstmt 31 p & k  car nom ti9av0nzs pas o h w Q  th sade 



a1116rirur à iinc grossc vi.:iciilr <Ic 0,4 à 0,s 11.1n. L'évoliition 
dii rciiitciiii d(:s r1ioptri1.s d':il)cirtl iiiiilorriic, pciis IiétéroçCnc ct 
sc coiidcii.;;int 1):w pl;ict. poiir tl~:\rc'nir riiliii JioincigCnc ct trits . . 

osiniol>liilc 1v:ir fait 1,r6sriitrr tli\:crs nspccts 06jB obscrvés par 
aill~~rirs (.?l, 4 7 )  r t  qiii 6i:iic.iit d0j i  c.oiisitl6r6s comme ap- 
p;wtcnant à clrs stadcs <lifIi.rciîts de Iciir çc:i)Csc. Ccttc évolirtion 
\:ers ln coiitl~.iis;itioii cst ici t1.k iirttc. Lrs i.hol~trirs sont géii6- 
r;ileincnt dCïrites nii iioi-ril>ic <Ic deux c1it.z les Einzcria (.t 
I'la.\iiiodiuiiz (31) ;  Ic I;iit (I'ol>scr\~cr li:rbitiicllcmcnt, chcz lc 
nik~ozoitc iniiiintiirc, 3 ~6siciilcs nous iiicitc à pcnscr c~u'cllcs 
puiirriiiciit toutes se pédi(:uliscr rt pcrsistcr ainsi dans Ic gcrmc 
inîir, d;iiis I(-quel cllrs sont pliii clifiicilcs :t dénomf>rer. 

L';ippar(,il de Golgi, nssricib ails pôlcs du noyau pendant les 
di\~isiotis 1iiicl6vircs (8) pourrait se dkdnublcr lors dc la mitosc, 
coiiiii~c cc1;i est suggC1.6 par Slicfficld & hfcltoii (4.1) et ap- 
1:;ir;iît clic7 rcrt;iiiics E im~r in  (4, 16, 28). L'intégr;itioii du 
clictyusoiiic d:iris 111s ni6rozoïtcs pciurrait niilsi Ctrc une con- 
s6qiiriicc clc sa dçpcndnncc cnvcrs I'apcx du iioyau. Lc r t lc  
du Golgi dnns 13 gcii6sc clc certaiiis orgaiiitcs (rhoptrics, 
~iiirroni.incs, coriiplcsc iiicn~l>rnrinirc ii~tcriic) cst probnl~le- 
iiiraiit iiiil>ort;int, iniiis rrstr Ii préciser. 

1,rs viiciiolcs ~>luriiiicinl>r;iii:ii~-(:s ("Golgi adjiinct") (41 ) , 
iii:iintvs fois obscrvk~:~ clirz Ics Sl>0i.~/(~;iil.c~ ct à I'originc 1ri.s 
<list.iitfc ( 1 ,  19, 21, 41, 218, 47, 4.9, 50) précsistc.iit daiis lc 
scl,izontr iminaiiirr .d'fi. iic~cotri.~. Nous nc s;ivoiis pas si cllc:s 
str iiiilItil>licnt ;lu cours drs niitoscs; cllcs i ~ c  ~(ii-riblciit générale- 
.iiiciit pas sitiiCcs ii prosiiiiiih clcs iioy;iiis ; i ~ i i u  Ic dhl>iit dc Ir: 
clifli.rciic:i;itioii (Ics méruzr)ïics. Etl<,s p6iii.trcnt ;tl>r.i-s les fiiturrc 
rlioptt.ics (1:ig. 3 1 ) ,  so~i\.c~iit ; I I I  rioiill>r<: de 3, in;iis iioiis iie 
~; i \~oi is  ~ ; I S  si cllrs provic*iiiic~iit dc In r.livisiciii d'iiiir forin;itioii 
uiiirliic, ou si cillcs ~>ri.rsistciit ct sont ;ittirkes au voisin;igc du 
rciitroctnc lors dc I'iiiitiatioil. Uiic ineill(:urc cuiiiinissüiicc dc 
1:i n;iturc ct du rOlc dc crs va<:tiolcs est néc:css:tirc polir miitux 
cortiprrnclrc Icrir cornportcii~cnt. Le fait qii'cllcs soiciit in- 
iCgrCrs daiis Irs iii&rc~/.ciiti.s iious Ics foiii coiisitléi.cr coiiiinr cles 
ori:;init(*s iiidispcns;il>lt*s (it non coiriinc Ic rCsidii (1'Evoluiioii 
~l'uiic: striirtiirc prkcsistiriitc:. 

1~:s  l l l i~~O11~111~~,  <ltli <'sistc:lt Cl i  â~>~rlld~llc<: d;11>9 'ICS gei.inr's 
iiifcciic~is Oc iioinbrciis Coccitliuriiorl)li<ia 121, 31 j oiit p:irfois 
fti: coiifoiidus rhcz crrtaiiics cspèccs avec lrs rlioptrics ( 4 7 ) .  
Ccrt;tiiis aiitciirs ssiigg6rciit iiiic rclation foiirtioniicllc cntrc ccs 
2 typrs d'orgiinitcs (31 ), ct IIcllcr lcur attribiic, clicz E. 
sticdai, LIIIC origine corniricine à partir de I'alloiig~~niciii d'iiiic 
forinntioii unicltic appnraissnnt trits t t t  à I'iritCrieur du coiioïdc 
(12). C r  ii'rst pas Ir: cas cficz E. necniris oii Ici gc1ii.s~ dcs 
rhol>trics précitclc clc bcaucoup ccllc dcs iilirroiiéiiic*~, qiii 
scinl>lciit pliitôt issus cIc 1;i trniisformntioii dc petites vésiciilcs 
driisrs iiaissaiit ati iii\~caii clri diciyosoiric ct qui pourrniciit 
s'alloiigcr ct i i i igcr \.es I'npes clc la ccllulc (Fi:. 37) .  Ln 
v6rific;itioii dc ccttc Iiypotlièsc néccssitcrnit iiiic étudc dyiiri- 
iiiiquc du phkiiomi.iic, qiii nr p(-ut Etrc réalishc par la siinplc 
o1~scrv;itiori ultrastructiir;ilc. 

L'amylopcctiiic (27 )  cst j>réscntc chez toiis Ics germes in- 
iccticiis di. Sporozoaires, sauf Ics I-léiiiosporidics et Ics Piro- 
plnsiiics (21 ) . Son appnritioii, rominc ccllc dcs iiiicroiièiiics, 
cst pourtant rarcrnciit sigi1nli.t. ci:ins Irs ftudcs coiiccninnt la 
gcri6sc des nibrozcGtcs. 1'orclii.t-1-Iciincrh t!t Ricliard ( 2 0 )  01)- 
scrvcnt dc pctits gr;ii~iilcs j~olysacc~i:iridi~~c~~s accolés ails 
iiiitochoiitli.ics dails Ics scliiz«zo?ics iiniiintiires cl'Ag.qrrgntn et 
su~>p~se i i t  c~ i i ' i l  poiirr;iit s'agir dc grniiis de niiiylopcrtiiic cil 
forni;ition. Ces autciirs rcirinrqiiciit cn outrc qiie Ir pqriiic 
iiifccticiis iic reçoit pns rcttr réscrvc dii scliizoiitc, iiinis cloit 
la' syiitlii.tiscr lui-niCinc. II sciiil)lc cii c".trr nirisi kg;ili~ni<~iit 
rlirz IJ'. ,:rccilrix, 1n;iis iioiis ii';iv»iiq pns ol>sové 1:) rc,l:iiioii 

Fiq. 37. a. Ehauche dc niérmoitc lors de la ~>énCtration nuclhaire 
(la dernière mitosc n'est pas tcrminéc). Ides rhoptries forinent 
leur l>édoiiculc. 1). Mérozoitc venant d'étrc Iihrérf par pinceiiieiit 
posiérictir. Au iiiveau dii clictyosoine soiir préscrites de l~etites 
vésicules à coiiiriiu osmioplrilc (1ic:it * )  dont dérivent peiit-être 
Ics microiii.irics, et quelques vésicules de plus grande taillc (gr,lrid 
*).  Lc ccntrocôrie rst encore prbrrit à l'apex dri iioyau. 

:ivcc les iiiitrlir)iidrics c l i < ~  c<'ttc Coccidie. Lo mode 1'él;il~or:i- 
tioii des gr;iiiis dc amyloj~cctinc n'a pii Ctrc clétcrmiilé; II ii'cst 
d'aillciirs p:is iiiicus élciiidC clans Ics aiitrrs stadcs du ryc.1~ dcs 
Sporozonires, et lcur s).iitliCsc nttribuéc avec :iucun orgnniir 
rytopl;is~iii(~nc (34.). 
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Ultrastructural Study of Schizogony of Eimeria bovis in Ce11 Cultures* 
JEAN F .  DUBREMETZt and YOKO Y. ELSNERS 

tLaboratoire de Biologie Animale, Universite de Lille 1, BP 36, 59650, and SVeterinary Science Department, 
Utah State University, Logan, Utah 84322, USA 

SYNOPSIS. First-generation schizogony of Eimeria bovis in bovine cell culture was studied by electron microscopy. The intracellular 
sporozoite retained its structure for at least 6 days at which time it rounded up and lost its apical complex. Although the refractile body 
underwent certain morphologic changes, it was retained throughout the parasite's growth. The beginning of mitosis was marked by the 
formation of a cytoplasmic funnel which traversed the nucleus opening on each side toward a pair of centrioles. Subsequently, there 
developed an intranuclear spindle. Separation of the daughter nuclei was preceded by the formation of typical centrocones. Differen- 
tiation of merozoites was accomplished by exogenesis during the last mitotic division. A dense fiber, interpreted as a link connecting 
the merozoite anlage with its nucleus, extended from the developing apical complex to the nearest division pole. In the anlage, the 
inner membrane complex was at first composed of patches associated with pairs of subpellicular microtubules. Rhoptries appeared 
early in merogenesis, whereas micronemes formed at the time the merozoites detached from the residuum. The level of amylopectin, 
low in schizonts, rose at the beginning of merozoite formation. 

Index Key Woràs: Eimeria bovis; schizogony, merogenesis; fine structure. 

E IMERIA bovis (Züblin) was one of the first mammalian 
coccidia to be studied by electron microscopy (30, 31). 

Since then, much information about coccidian ultrastructure 
has been accumulated. Furthermore, in vitro cultivation of coc- 
cidia has been extended to a large number of species, E. bovis 
being one of the first grown successfuily in vitro (8, 14). This 
species has a large first-generation schizont, providing material 
of choice for studies of mitosis and merogenesis. It was used 
by us for analyzing, at the fine structural level, the events oc- 
curring in the course of schizogony and merogenesis. 

MATERiALS AND METHODS 
Freshly sporulated oocysts of Eimeria bovis used in this 

study were kindly provided by Drs. M. Miner and J. B. 
Jensen. In vitro cultivation methods were as described previ- 
ously (8). The vertebrate cells used were Madin Darby Bovine 
Kidney (MDBK) and Embryonic Bovine Trachea (EBTr) 
grown in monolayers on plastic coverslips (Thermanox, Lux 
Corporation) in Leighton tubes. Each tube received 150,000 
sporozoites. Coverslips were removed daily between days 6 
and 18, and the cells fixed in situ for 3 h in 0.1 M phosphate- 
buffered 2.5% (v/v) glutaraldehyde. They were washed 3 times 
in 0.1 M phosphate buffer and postfixed for 2 h in 2% (wlv) 
OsO, in the same buffer. The material was dehydrated through 
a series of ethanols and propylene oxide. It was then stained 
ovemieht "en bloc" in 0.5% (w/v) uranvl acetate and 0.5% 
(w/v) &osphotungstic acid in 70% éthanoi, and flat-embedded 
in Epon. Selected parasitized cells, identified by phase-contrast 
microscopy, were stamped out, glued on Epon blocks, and sec- 
tioned with a diamond knife on a Reichert OMU 2 ultramicro- 
tome, After lead citrate staining, thin sections were examined 
in a Hitachi HU IIE electron microscope. 

RESULTS 
Sporozoite to  Schizont Transformation.-Intracellular spo- 

rozoites retained their shape and typical organelles at least 6 
days after entering the cells (Fig. 1). They usuaily had one 
prominent posterior refractile body surrounded by dense gran- 
ules and amylopectin (Fig. 1). On day 8, small multinucleate 
schizonts were observed. Some of them still contained rem- 
nants of the apical part of the sporozoite, usually represented 

* This investigation was suggested to us by the late Professor D. M. 
Harnmond, to whose memory we dedicate this report. It is Utah 
Agriculture Experimental Station Journal Article X2464. 

by a few micronemes situated under the residual apical complex 
(Fig. 3). The schizont was surrounded by a unit membrane, still 
covered in some places by parts of the inner complex of the 
sporozoite pellicle (Figs. 2, 3). The posterior refractile body 
persisted, often having a denser layer at the periphery; it was 
surrounded by membrane-bounded dense granules (Figs. 2, 3). 

Mirosis.-The earliest stages observed were nuclei with an 
eccentric cylindrical funnel opened on both sides toward cen- 
trioles and filled with a fibrillar material (Fig. 4). The nuclear 
envelope was intact and continuous with the walls of the funnel. 
A section through the centrioles at that stage contained 2 typical 
eimerian centrioles, each with a dense small companion, a pu- 
tative procentriole (Fig. 5). The next step in mitosis was char- 
acterized by an intranuclear strip of fibrillar material joining 2 
conical caps made of the invaginated nuclear envelope (Fig. 6), 
each of which opened toward a pair of centrioles (Fig. 7). Sub- 
sequently an intranuclear microtubular spindle was observed 
between the 2 caps which became separated by a progressively 
larger space (Fig. 8). Dense 3-layered structures of -70 x 30 
nm were situated in the middle part of the spindle (Figs. 8, 9). 
As in other species of Eimeria, they have been interpreted as 
kinetochores (Fig. 3). The intact nuclear envelope was open 
and invaginated at the 2 polar caps (Fig. 8). Subsequently the 
nucleus elongated, becoming crescent-shaped; the spindle bent, 
probably dividing into 2 half spindles (Fig. 10). By that time, 
the polar caps were closed at their base and formed typical 
centrocones lined on the nuclear side with dense material (Fig. 
12). Some microtubules traversed the centrocone wall and en- 
tered the nucleoplasm. Very elongate nuclei were observed 
(Figs. 11, 13), with occasional microtubules in their middle part 
(13). The separation of daughter nuclei was not seen. In one 
case, a pair of centrioles with a spindle pole was found away 
from the poles of an elongated nucleus (Fig. 11). The nucleolus 
remained undivided until the nuclear elongation took place (Fig. 
10). Al1 the centrioles observed had a "9 + 1" microtubule 
structure and were associated in pairs parallel to each other. 
They were almost always adjacent to the plasmalemma or to 
plasmalemma-derived vacuoles in older schizonts (Fig. 14), and 
were often found associated with 20-nm cytoplasmic microtu- 
bules, either solitary or grouped in small bundles which tra- 
versed the cytoplasm (Figs. 6-9). Most of these microtubules 
seemed to originate in the vicinity of the centrioles. 

The Schizont (Fig. Il).-Cytoplasmic growth occurred dur- 
ing the successive mitoses. The nuclei were scattered through- 
out the cytoplasm, but their poles were almost always adjacent 
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Figs. 47. [Day 13. Early stages of mitosis. Ce, centriole; en, nuclear envelope.] 4. Cytoplasmic funnel (*) is seen extending between the 
centrioles. Note the extranuclear tubule (O). HV, parasitophorous vacuole; N, parasite nucleus. ~63,000. 5. Duplication of centnoles. The 
procentrioles are indicated by arrows. ~56,000. 6. Tangentid section through a nucleus immediately after opening of the funnel, the ends of 
which forrn the polar caps (arrows). A fibrillar structure (*) extends between the caps; extranuclear microtubules (0 )  are also evident. N, parasite 
nucleus. ~50,000. 7. Early stage of separation of the division poles. Extranuclear microtubules are seen in the vicinity of centrioles. x57,W. 

1 S .  * . <  
t '-'..p.#' 

Al1 figures are electronmicrographs of Eimeria bovis cultivated in EBTr ce11 cultures. "Day" indicates day postinoculation on which the 
preparations were fixed. 

Fig. 1. Day 6. Intracellular sporozoite. a, amylopectin; B, refractile body; HV, parasitophorous vacuole; M, mitochondrion; m, micronemes; 
N, parasite nucleus. x 11,000. 

Figs. 2, 3. [Day 8. Young schizonts. a, amylopectin; HV, parasitophorous vacuole.] 2. Denser penpherd area of a refractile body as seen 
in a highly magnified part of a parasite. ~58,000. 3. Multinucleate schizont. Note the still present sporozoite apex (arrow). b, crescent body; 
HN, host ce11 nucleus; M, mitochondnon; mp, micropore; N, parasite nucleus. x 11,000. 
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to the cytoplasmic membrane or to vacuoles filled with the same 
material as the parasitophorous vacuole and containing micro- 
pores (Fig. 14). Dictyosomes were closely associated with the 
nuclear envelope (Figs. 3, 11). Large dense refractile bodies 
persisted in the cytoplasm during the entire process of schi- 
zogony (Figs. 14, 15). A few amylopectin granules were present 
(Figs. 3, 8, IO), their number increasing considerably at the 
onset of merogenesis (Fig. 15). The parasitophorous vacuole 
was filled with "granulo-fibrillar" material, and often contained 
a denser crescent-shaped area (Fig. 3) or a dense structure with 
a clear center (Fig. II). The limiting membrane was almost 
smooth. 

Mer0genesis.-Merozoite formation occurred during the last 
mitosis which was clearly recognizable by the presence of in- 
tranuclear spindles (Figs. 16, 17). A characteristic feature of 
merozoite budding was the more clustered appearance of chro- 
matin and its condensation on the inner face of the nuclear 
envelope (Figs. 15, 17, 24-26). Merozoites developed typically 
at the periphery of the schizont. However, they developed also 
inside, in invaginations of the plasmalemma or in vesicles filled 
with a "fibrillo-granular" material identical to that found in the 
parasitophorous vacuole (Figs. 15-17, 26). The conoid, inner 
membrane complex, and subpellicular microtubules were found 
in young merozoite anlagen in close vicinity of a nuclear pole 
and the associated dictyosome (Figs. 16, 17). In transverse sec- 
tions, pairs of microtubules were seen in associations with ele- 
ments of the discontinuous inner complex (Fig. 18). A dense 
fiber was observed joining the inside of the conoid in the vicin- 
ity of the centriole (Figs. 19,20,23). Membrane-bounded dense 
bodies were present in the anlagen (Figs. 16, 19). Many amy- 
lopectin granules were present in the cytoplasm of the schizont. 
The nucleus, still containing some microtubules and with the 
cone at its antenor end, entered the merozoite (Fig. 25). Dic- 
tyosomes were located near the upper part of the nucleus. In 
this stage, typical rhoptnes were formed and amylopectin gran- 
ules appeared in the young merozoites (Figs. 24, 25). The re- 
sidual cytoplasm was filled with mitochondna, amylopectin, 
and rare nuclei (Fig. 24). In the last step of merogenesis, mi- 
tochondria entered the merozoites and micronemes appeared 
in the anterior part of these stages (Fig. 26). 

DISCUSSION 
The sporozoite-to-schizont transformation in E. bovis in vitro 

was similar to this process as reported from other Coccidia in 
the graduai disappearance of the organelles specific to the mo- 
tile stage (13). However, the long period (at least 6 days) pre- 

ceding transformation during which no important change oc- 
curred in the sporozoite was unusual, except for the 
disintegration of the anterior refractile body during the first 24 
h (10). The long persistence of the posterior refractile body was 
described previously by Fayer & Hammond (9). who inter- 
preted it as reserve material gradually used up during the de- 
velopment of the schizont. Additional information brought out 
by electron microscopy was the demonstration of a denser pe- 
ripheral layer in the refractile body in young schizonts. This 
layer, not previously described from Eimeria, can be related 
to the variations observed in the staining properties of the re- 
fractiie body of Isopora felis Weny.on during an in vitro system 
reproduction (8). Some changes in this body thus seem to occur 
at the beginning of schizogony, which might reflect a functional 
process; however, as long as we know almost nothing of the 
chemical nature of the body, the actual meaning of the changes 
remains obscure. The association with dense granules and 
amylopectin is common in sporozoites (20, 28), even before 
host cell penetration, and is thus difficult to relate to any met- 
abolie event. 

Mitosis.-The mitotic phenomena observed during this study 
fit into the scheme proposed by one of us for Eimeria necatrix 
Johnson (4). It was of interest to find here again the eccentric 
cytoplasmic funnel coursing through the nucleus. This unusual 
structure was found also in Eimeria tenella (Railliet & Lucet) 
(unpublished observation) and is evident in some pictures of 
Sarcocystis development (18). The smali size and rarity of this 
structure, which probably represents a transitory step of mi- 
tosis, may explain why it was not observed in other studies of 
schizogony in eimeriids in which only the much more common 
spindle stage was described. As suggested previously (4), the 
funnel might be forrned from a lateral stretching of the centro- 
cone of the preceding mitosis, although this could not be dem- 
onstrated. This step would correspond with that of centriole 
duplication which we think we have observed in the present 
study and which does no€ significantly differ from the dupli- 
cation of typicai centrioles (27) in being characterized by the 
appearance of a small companion close to each centriole of the 
parent pair. 

The "9 + 1" structure of the centriole, which was observed 
previously in this species (31), was also found. Although 
until recently described only from some Coccidia, it has now 
been reported from a gregarine (19) and a myxomycete (7). This 
similarity among such unrelated organisms suggests a parallel 
simplification of the original triplet structure. 

An unusual finding for ~imeria  was the occurrence of ex- 

Figs. 8-13. [Various aspects of mitosis, especiaily of the spindle.] 8. Day 14. Intranuclear spindle. Extranuclear microtubules (0) are also 
evident. K, kinetochore; N, parasite nucleus. ~61,000. 9. Day 13. Two sets of kinetochores (arrows) in a metaphase plate-like arrangement are 
seen in a division spindle. Note also the extranuclear microtubules (O). Ce, centriole. ~33,000. 10. Day 8. Elongated spindle. nu, nucleolus. 
x 18,000. 11. Day 8. Elongated nucleus, with a kinetic center (arrow) situated at a distance from the poles. b, crescent body; G, Golgi apparatus; 
nu, nucleolus. ~21,000. 12. Day 10. Centrocone (ct) with its inner face lined by an electron-dense layer (arrow). Ce, centnole. ~45,000. 13. Day 
10. Part of a very elongated nucleus, containing a nucleolus (nu). An extranuclear fiber (O) is aiso evident. ~20,000. 

Fig. 14. Day 13. Part of a schizont before initiation of merogenesis. Note that certain vacuoles (*) in the parasite cytoplasm are filled with 
materiai that appears to be identical with that in the parasitophorous vacuole (HV) surrounding the schizont. mp, micropore. ~7,600. 

Fig. 15. Day 13. Formation of merozoites on the surface of a schizont. Note the separation of daughter nuclei, some of which are seen at the 
bases of the budding merozoites. ~5,700.  

Figs. 16-20. [Details of merogenesis. Figs. 16-18, day 14; Figs. 19 and 20, day 13.1 16, 17. Formation of merozoites. The developmental stages 
correspond to the one shown in Fig. 15. Note that the nuclei are in diierent phases of mitosis. Ce, centriole; CO, conoid; G, Golgi apparatus; K, 
kinetochore; N, parasite nucleus; R, rhoptry. ~36,000. 18. In a part of a budding merozoite note pairs of subpellicular microtubules (arrowheads) 
associated with parts of the inner membrane complex (ic). p, plasmalemma. ~66,000. 19. Electron-dense fiber (arrow) connecting the areas of 
the conoid (CO) and centriole (Ce). ~57,000. 20. Antenor terminai segment (arrow) of the electron-dense fiber (see Fig. 19) within the conoid 
(CO). The inner membrane complex (ic) and the subpeiiicular microtubules (tb) are also evident. ~58,000. 
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tranuclear microtubules associated with the centrioles. The 
only previous observation of such an association was reported 
from Eimeria ninakohlyakimovae Yakimoff & Rastegaieff 
grown in ce11 cultures (17). We have also observed cytoplasmic 
microtubules in E. necatrix, E. tenella, and Eimeria nieschulzi 
Dieben schizonts developing in an in vitro system (unpublished 
data). No one has ever observed such microtubules in in vivo 
grown Eimeria. It is difficult to know if this is a specific feature 
of Eimeria grown in ceii cultures or if demonstration of ex- 
tranuclear microtubules was due to the improvement in fixation 
methods. Furthermore, it was difficult to assign any functional 
significance to the microtubules, as they never formed a spindle 
between the poles. If they were not an artifactual polymeriza- 
tion of tubulin due to ce11 culture conditions, they might be 
involved in the lateral spacing of centrioles during the next 
successive mitosis. Extra-nuclear microtubules are rather com- 
mon in other Coccidiomorpha (24, 25, 33), but in those cases 
the mitotic processes are not cornpletely understood and seem 
to differ from the type found in eimeriids. Long microtubules 
are present in Leucocytozoon oocysts (34), but they are sup- 
posed to participate in waii formation, which does not occur in 
Eimeria. 

Although difficult to find, the kinetochores were apparent in 
some electronrnicrographs. Their structure was the same as that 
of the homologous organelles in other species of Eimeria. In 
some instances, their arrangement resembled a metaphase plate 
which was not clearly evident in E. necarrix but could be in- 
ferred from electronmicrographs of E. ninakohlyakinrnovae 
(17). We did not find incontestable evidence of the occurrence 
of kinetochores close to the initial funnel, as observed previ- 
ously (4), but their presence in the early spindle was consistent 
with the hypothesis of the persistence of their relationship with 
the centrocone during its transformation into a funnel. The ki- 
netochores probably divide and send chromosomal fibers to- 
ward the poles as soon as the spindle forms, i.e. when the 
nuclear envelope breaks down. The spindle then seems to act 
as in classical mitosis to separate the daughter chromatids; 
however, as soon as the chromatids reach the poles, the cen- 
trocones form; against their base the kinetochores fuse into a 
dense layer. The elongation and separation of daughter nuclei 
do not seem to rely on a microtubular mechanism, as was pre- 
viously suggested for E. necatrix (4). This duality in the mech- 
anisms of chromosome and nuclear division was used to explain 
how a new mitosis could start before the termination of the 
preceding one. The same seems to hold true for E. bovis (Fig. 
11). 

It is interesting to note the tendency of large eimerian schi- 
zonts for multipolar mitosis, as recently demonstrated in Sar- 
cocystis (2). Would this mean that the synchrony between ge- 
nome duplication and karyokinesis is progressively lost in the 
group (to culminate in Hemosporina where there is no syn- 
chrony)? If this were tme, the mitotic mechanism of Coccidia 
might have evolved from a classical one (which is still found as 

part of eimerian mitotic spindle) toward a more long-lasting 
attachment of chromosomes to the nuclear poles, which seems 
to be almost permanent in Hemosporina (1, 12, 16). 

Merogenesis.-(A) The general process of merozoite for- 
mation in E. bovis is exogenesis, best observed in large species 
(e.g. E. bovis or E. necatrix), i.e. formation originaily associ- 
ated with the plasmalemma. In endogenesis it proceeds for a 
long time at a distance from the plasmaiemma. In both cases 
the merozoite is finally enveloped'by the mother ce11 plasrna- 
lemma. The major difference between the 2 processes is in the 
relationships between the mitotic poles and the plasmalemma. 
It has been observed that the formation of merozoites takes 
place close to the kinetic centers (centrioles when present) and 
that morphogenesis conforms to the same pattern in both types 
of development (5, 13, 15, 21). When the kinetic centers 
are associated with the plasmalemma dunng the successive 
mitoses (e.g. in E. bovis), the merozoites form by exogenesis; 
when the merozoites are distant from plasmalemma [e.g. as in 
Toxoplasma (32) or Eimeria callospermophili Henry (29)], they 
form by endogenesis. 
(B) The association between merogenesis and the last mi- 

tosis is a general phenomenon in schizogony (21). As in other 
Coccidia, in E. bovis the initiatiomof the apical complex occurs 
close to each nuclear pole,-at an early stage of mitosis. It was 
evident from the present study of large schizonts that there was 
synchrony of this initiation among the merozoites formed in a 
parent ce11 (Fig. 15). However, this synchrony might be due to 
the nuclear division, since it was observed also during the pre- 
ceding mitosis (Fig. 14). Nothing is known about the triggering 
mechanism which controls differentiation. The fact that mature 
schizonts may vary in size and thus in merozoite number in 
cell cultures (14) suggests that the number of successive schizo- 
gonic mitoses is not absolutely fixed. Environmental factors 
might influence this process. The initiation of the apical com- 
plex probably starts soon after the onset of mitosis, but then 
the 2 phenomena do not seem to be perfectly synchronous, as 
different stages of spindle development were found associated 
with the same stage of merogenesis (Figs. 15-17). The last mi- 
tosis did not seem to differ from the previous ones, the only 
difference being the clustering of chromatin on the nuclear en- 
velope, previously descnbed from E. tenella (20). 

(C) The major importance of kinetic centers (centrioles in E. 
bovis) in differentiation is suggested by the electron-dense fiber 
joining the conoid area to the nuclear poles during early mero- 
genesis. A similar situation was observed in E. necatrix ( 3 ,  
and apparently also in Aggregata (25) and Globidium (23). It 
was interpreted in E. necatrix (5) as an expression of the control 
of centrioles over formation of conoids. The recent finding of 
the fiber in Plasmodium (12), which does not have either or- 
ganelle, leads us to broaden the significance of the dense fiber 
which actually might represent a link between the apex of the 
merozoite and the kinetic center, these structures becoming 
separated by progressively greater distances during the differ- 

Figs. 21-23. Day 13. Successive transverse sections through a budding merozoite. The following structures can be seen in these sections: the 
conoid (CO), the inner membrane complex (ic), the subpellicular microtubules and, at the lowest level, the terminal segment (arrow) of the electron 
dense fiber extending between the conoid and the centriole. ~60,000. 

Figs. 24-26. [Final stages of merogenesis. Day 13.1 24. Part of a schizont with merozoites in an advanced stage of development. Each 
merozoite contains a nucleus and rhoptnes (R) differentiated into the club-shaped, postenor, and the narrow antenor parts. Some merozoites 
still remain within the residuum. x 10,000. 25. Merozoite in the same stage as those shown in Fig. 24. Note the conoid (CO), centrocone (ct), 
residual microtubule (O) in the area of the nucleus (N), mitochondna (M), and amylopectin granules (a); micronemes (m) also start appearing. 
~24,000. 26. Merozoite free of the residuum. A rhoptry (R) and micronemes (m) are evident in the apical region. Note the 2 micropores (mp) 
in the area posterior to the nucleus (N). a, amylopectin; G, Golgi complex. x 14,000. 
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entiation. Such a link would be needed to preserve the unity of 
the future gem. Some abnormal development might be caused 
by the loss of this linkage soon after the beginning of merogen- 
esis when the rudimentary apexes are not associated with nu- 
clei (3, 22). 

(D) The association between the developing inner complex 
and pairs of subpellicular microtubules has been observed in 
some Eimenna (5, 11, 29, 30). It has to be related to the recent 
finding, with the aid of freeze fracture studies, of the structure 
of the inner membrane complex in various coccidian zoites (6, 
26). It became evident from these studies that the înner complex 
of E. nieschulzi and Sarcocystis tenella Railliet merozoites is 
made of as manv lontzitudinal s t r i ~ s  as half the number of sub- 
pellicular microiubul& and that the microtubules are probably 
situated dong alignments of intramembranous particles of the 
inner complex. 

The areas of inner complex observed by us in E. bovis (Fig. 
18) were probably strips that had not achieved their lateral ex- 
tension. On the basis of the present study and of that on E. 
necatrix (5) it is tempting to conclude that the positioning of 
the growing inner complex is likely to depend on its association 
with the microtubules. The lateral continuity of the inner com- 
plex in the apex of the merozoite (Fig. 20) corresponds to the 
apical cap shown in freeze fracture electronmicrographs (6, 26). 

(E) Differences in the time of the ongin of rhoptnes and 
micronemes seen in E. bovis were reported previously in E. 
necatrix and Aggregata eberthi (Labbé). The former organelle 
appeared simultaneously with the apex and the latter formed 
when the merozoite was freed from the residuum. Elucidation 
of the chemicai nature of rhoptries and micronemes is needed 
to establish functionai differences between these organelles. 

(F) The amylopectin granules present in the schizont in- 
creased in number with the onset of merogenesis. This appears 
to be a manifestation of the metabolic change known to take 
place when the ce11 metabolism starts supporting the differen- 
tiation of organelles and the formulation of energetic reserves 
for the merozoites. The only differences between merogenesis 
as seen in in vitro and in vivo conditions are: (a) the early 
appearance of amylopectin and its partial incorporation into the 
forming merozoites under the former, and the formation of 
amylopectin granules after the merozoites are pinched off the 
residuum under the latter conditions (5, 23, 25); (b) the ap- 
pearance of extranuclear microtubules in organisms cultivated 
in vitro but not in those developing in vivo. In view of this, the 
mechanism that tnggers merogenesis can probably be elucidated 
by studies of Eimeria schizogy in an in vitro system. 
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Freeze fracture of EUncria nieschulti sporozoites reveals the structure of their three-membre- 
nous pellicle. The plasmalemma has an almost completely randorn of intramembran- 
ous particles (IMP) but shows an apical rosette which may have a function in host ceIl penetration. 
The inner membrane complex is made of 13 longitudinal stnps inseited on an apical truncated 
conical cap. Transverse sutures are present in the stnps, as well as micropores. The Lwo membranes 
have a similar, but back-to-back organizatioii, which c o n f i s  the vesicular ongin of the complex. 
The P faccs bear very regulrir parallel alipments of IMP, with two dense liraes per strip which 
might correspond with the underlying subpellicular microtubules (the number of which is twice 
the one of strips). The E faces are almost dcvoid of particles. The structural and functional 
signifïcance of those fuidings are u. - -  

The electron microscope study of the 
motile stages of Sporozoa has demonstrated 
their v e q  uniform scheme of organization. 
Al1 these zoites share several specific organ- 
elles and cytologie peculiarities which give 
them a very characteristic structure (29). 
Arnong these features is a three-membra- 
nous peilicle, the two inner iayers of which 
are beiieved to issue from the flattening of 
cytoplasmic vesicles during zoite genesis 
(23). VJith the a h  of better understanding 
the significance of such a pellicle, it was 
ciecided to investigate its structure by the 
freeze fracture technique. By providing 
bot11 o threc-dimensional view and a mac- 
roznolccdar approach to this membrane 
system, this technique has given very ong- 
inal information which is reported herein. 

MATERIALS AND METHODS 

Sprozoites of the rat Coccidia Eimeria iUesrhulzi 
were preparcd from spomiated wcysts by mechanical 
gnnding and trypsic excystation (12). They were 

I nnnerl in PBS at room temperature and then fmed in 
2% ( ' , /y) glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer 
(pH 1.2) for 1 hr iit 4OC. After fixation, the specimens 
wcrc rinscd in bufîcr and kept for 2 hr at 4OC in a 309 
(v/v) elycerol solution. Freeu: fracturing was per- 
------ ---.- 

' Eupj><~itrrl by INSERM (CRL No. 75.5.û98) and 
CSILS iJ.1t.k Fio. 184). 

formed in a Balars  BAF 300 apparatus equipped with 
an electron-bcam evaporation device and a quartz 
crystal thin-film monitor. Cells wcre niouiited berween 
two gold d i l s ,  froaen in melting nitrogen. and siored 
in liquid nitrogen. Fracturing wm done al -120°C 
using the double rcplicas hinge devicc, followed by Pt- 
C shadowing. Iiepbcas were cleaned with sodiuxn hy- 
pochlonte for 8 hr, washed in distilled water, and 
mounted on '250-mesh copper grids for exanlination in 
Hitachi HU IIE and HU12 ekectron microscopes. 

Particle density measurernenl.~. Micrographs werc 
enlarged on photogmphic paper covemd with a trans- 
parent g i d  to make the particle counting per unit aren 
easier. Data corresponding to the wunttng of nt l w d  
0.5 pm' of each membrane wcre statistidly procewd 
by two-way variance analysis. Ten ptctures of earh 
type of fracture face were nna1,yzed in this wuy. 

Terniinology. The nomenclature of Rrmton et al. 
(6) has been used, and thus the hall-men~brunes ad- 
jacent to cytoplasm are designated as P faces anci theù 
compiementaty M v e s  as E faces. The sporozoite p l -  
licle is made of three successive membranes (22) wliich 
are referred to as e (extemal, plasmalemma), m ( n ~ t  
dium), i (inner). Furthennore, the two inner mem- 
branes (inner membrane complex) thought to be de- 
rived from a îlattening of vesicles (23) are considered 
to be the w d s  of a cistemae and havc heen given 
opposite fracture face designa tion (sec Fig. 1). 

RESULYS 

The Eimeria nieschu(zi sparmoittl iu a 
'bannna-shaped ce11 of about 14 2 ,cm. Our 
replicas show three preferentid fracture 
planes in its peiiicle. The outennost is in- 
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side the plasmalemma, the other two oc- 
cuming, respectively, in the two layers of 
the inner membrane complex (Fig. 1). The 
antero-posterior orientation of the sporo- 
zoite is allowed by the observation of the 
rhoptries when the fracture plane ninç 

across the cell (Fig. 14). These organelles 
are known to occur only in the anterior part 
of Ellnerlan mites (38). The distribution, 
size, and partition coefficient of intmxnem- 
brane particles (IMP) are reported in table 
1. 

1. Plasmalemma (Fracture Faces Pe and 
Ee) 
This outer fracture plane reveals a rather 

uniform structure with a random distribu- 
tion of IMP on both faces. The density is 
lower in the E face (Figs. 3, 4, 18, and 19). 

Two special features occur on the P face. 
First are alignments of 5 to 20 IMP which 
are almost always on the axis of the sporo- 
zoite and very often on the same lines as 

Fm. 1. (a) Diagram of the fracture faces ocamhg 
in the sporozoite pellicle, with their denominations. 
(b) 'i'ranswme section of a sporazoite showing the 
three membranes of the f l d e  and subpeilicdar mi- 
cmtubules (tb). x 200 000. 

the underlying sutures between the strips 
of the inner complex (Figs. 2 and 5). The E 
face is devoid of such structures (Figs. 2, 6, 
and 8). Second is a 60-nm-diameter rosette 
of (8 + 1) 10-nm IMP, surrounded with an 
irregular, often asymmetric, 200- to 250-nm- 
diameter ring of almost identically sized 
particles (Fig. 6). That diffemntiation is 
located at the apex of the sporozoite, which 
is itself a short circular protrusion of 500- 
nm diameter. The rosette is always present 
but sometirnes lacks some of its IMP. 

2. Inner Membrane Complex (Fractures 
Faces Pm, Pi and Em, Ei) 
Contrasting with the rather uniform as- 

pect of the plasmalemma, both fracture 
planes through the inner complex reveal a 
series of contiguous strips running dong 
the sporomite (Figs. 2-5, 16). The sutures 
between those strips join at the posterior 
end in a turbine-like fashion (Figs. 13-15). 
At the apex, the strips end on a truncated 
cone 0.5 to 1 pm high which we wii l  name 

TABLE 1 

PARTICLE DISPRIBUT~ON IN THE PELLICLE OF THE 

- E. nieschulzi S ~ o ~ o z o W  
Membrane Fracture face Partition 
designation coefficient 

E P (Pm) 
e 218221 648273 3 
m 29 f 7 2360 I 133 81 
i 146f31 1780I97 12 

a Per square micrometer. The size of IMP is in the 
range 6-14 nm. 
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the apical cap (Figs. û-12). Whenever it is 
possible to count (at the posterior end), one 
fui& 13 strips covering the zoite (Figs. 13 
and 15). Their individual width in the mid- 
dle part of the cell is about 0.6 p 
(0.55-0.70). At their anterior end, they are 
0.3 to 0.4 p wide, this giving a diameter of 
1.2 to 1.5 pm for the base of the cap. The 
cap is itself open anteriorly by a circle of 
0.3 p (Fig. 7). 

Some replicas show tranverse interrup- 
tions in the strips, which sometimes run 
from one strip to its neighbor, but are often 
shifted in a stair-like fashion (Figs. 3,4, and 
16). When two successive interruptions are 
observed in one strip, they are fiom 2 to 3 
pn apart (Fig. 3). 

Both membranes of the inner complex 
have a comparable arrangement of IMP 
and thus are describeci together. 

(a) P faces. The most striking feature of 
these fracture faces is the very regular 
aiignment of IMP nuuiing parallel to the 
edges of the strips (Fig. 3, 4, 18, and 19). 
The interline spacing is constant and close 
to 30 nm (Table 2), thus the number of 
lines per strip depends on the width of this 
one. It is about 20 lines in the middle of the 
cell (Figs. 2,3, and 15-18), and it decreases 
toward the ends (Figs. 9, 10, 13, and 15). 
Although most of these lines are made of 
one set of rather uniformly sized particles, 
each strip has two "main lines" where the 
number of IMP per unit length is about 
*ce that in the others (Table 2). These 
special lines are symetrical about the axis 
of the strip and lie half a strip width apart 
(Figs. 3 and 16-19). The lines are continu- 
ous across the transverse interruptions of 
the strips (Fig. 16), but they do not go into 

the apical cap where the main lines are 
replaced by a smooth 30-nm path bordered 
on each side by one line (Fig. 12, Pi) or one 
band of IMP (Fig. Il ,  Pm); elsewhere in the 
cap, a random distribution seerns to occur 
(Figs. 11 and 12). 

Although both Pm and Pi faces show a 
similar structure, a difference Bas been 
noted in the sjzes of IMP, and in their 
densities (Tables 1 and 2). As a d e ,  the 
Pm face has less distinct features compared 
to Pi. 

(b) E faces. On all  replicas the very 
smooth aspect of E faces contrasts with the 
P faces. Very few IMP occur on Em either 
in the strips or on the apical cap. Ei has a 
few more particles. In a few cases, a very 
discrete longitudinai striation is visible on 
Em strips (Fig. IO), and the apical cap Bas 
parallel ridges 30 nm apart in the axis of 
the Pi main lines (Figs. 9 ai~d 10). 

(c) 6'$uture~" between strips. When 
viewed in the E faces, sutures form a more 
or less sinuous grove with a few IMP scat- 
tered from place to place (Figs. 3-5, û-10, 
13, and 16). At the posterior end, the grove 
is less visible, covered with a wide band of 
more or less clustered particles (Fig. 13). 
When viewed between P faces, the suture 
is made of irregular lines of almost-joining 
8- 12-nm IMP. The posterior end also has 
clustered particles (Fig, 13). When the su- 
ture is between an E and a P face, the 
number of IMP observed is intermediate 
between both previous cases, and a thin 
dark line or a grove followed by a very thin 
ridge delineates the junction (Figs. 3 and 
16). 
The transverse sutures and the junction 

with the apical cap do not show any signif- 

RGS. 2-19. Eiectron mimgraphs of freae fracture replicas of EimeM nieschuizi sporozoitea The m w  at 
the bottom of each pichire shows the angle of Pt shadowing. 

FIG. 2. Generai view of a twisted organiism. The apical zone with its rosette is visible (large m w ) .  A h e  of 
intramembranous particies (IMP) occurs on the Pe face (small arrow). The strips of the inner complex are 
apparent. X 16 000. 

FIGS. 3 AND 4. Complementary faces of the peiiicle (Fig. 3, convex; Fig. 4, concave). The m and i membranes 
are divided into strip with transverse interruptions (arrowheads). Their P faces bear parailel rows of IMP with 
two main lines per strip (arrows). mp, micropore. x 36 000. 
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TABLE 2 In some cases, smailer pits were observed 
LINEAR DISTRIBUTION OF IMP IN THE INNER (Fig. 16). The center of the micropore is 

COMPLEX P FACES' always smooth. No more than one of these 
Frac- egular Main lines Interhe organeiles has been observed per closed 
ture luies inp (nm) 
face area of strip (limited by two transverse 
Pm 6617 1 4 0 a 9  30 2.8 sutures), but we do not know whether each 
Pi 47 I 5 93 * 12 31.5 * 2.5 closed area b a r s  one such structure. 
Per miuometer. 

icant differences from the longitudinal ones. 
(d) Other features of the inner membrane 

conplex. These are either zones of prefer- 
ential "adhesiveness" of the plasmalemma 
on the underlying complex or little depres- 
sions of the membranes toward the c y b  
plasm. 

In the Em faces, the places where the 
sutures join the apical cap are often hidden 
by a remnant of the plasmalemma which 
has an irregular ovoid shape, being on the 
order of 0.1 to 0.2 pm wide (Figs. 9 and 12). 

Toward the bottom of the apical cap, in 
Em faces, one can f3nd little circular de- 
pressions 40 nm wide (Figs. 8, 9, and 12). 
No reguiar repetition of those sites has been 
notsd. Little elevations of similar size occur 
on the complementary Pm face (Fig. 11). 
On the axis of the strips are frequently 

found circular structures which may be pits 
(Fig. 3), humps, or more often moon crater- 
like organeiles (Figs. 4, 16, and 17). A care- 
ful study of the micrographs shows that ali 
represent a circular pit made by the invag- 
ination of the two membranes of the inner 
complex toward the cytoplasm. They are 
micropores. The diarneter of the organelle 
is about 70 nm in the m membrane (but 
may be larger, Fig. 16) and 90 nm in the 
inner membrane. 

DISCUSSION 

The three-layered structure of the Spo- 
rozoan pellicle was fîrst recognized by Vi- 
vier (44) in a Protococcidia and has proven 
to be a very cornmon feature of many stages 
of the life cycle of these parasitic Protozoa 
(46). Another advance was made when Re- 
ger (32), foilowed by Vivier and Petitprez 
(47) interpreted the two inner membranes 
as the walls of vesicles flattened under the 
plasmalemma. This view received further 
support from the observations of F'rensier 
(30) on the genesis of sporozoites of the 
Gregari. Diplauxis hatti where the inner 
membrane complex originates fkom the en- 
doplasmic reticulum. 

During the schizogony of Eimeria, Rob- 
erts et al. ( 33) and Dubremetz ( 13) showed 
an association between pairs of subpeliicu- 
lar microtubules and crescent-shaped . 
patches of the growing b e r  complex. The 
negative staining technique also provided 
information on the pellicle although one 
could not disthgui& which layer was re- 
sponsible for the sometimes delicate fea- 
tures observed ( 1,24, 34). 

The present results enable us to reconsi- 
der ail those previous f inhgs  with the 
advantage of observing the structural dif- 
ferentiations of each membrane of the pel- 
licle. Although a few papers have aiready 

ho. 5. Lines of IMP (arrows) occur in the P face of the p ~ e m m a ,  moet of which are parailel with the 
sutures of the inner complex. x 42 000. 

Frc. 6. Apical rosette of 8 + 1 IMP in the plasmaiernrna P face, smunded with an irreguiar ring. One 
partide of the rosette appears as two subunits (arrow). x 100 000. 

Frc. 7. This replica ishows the ci& interruption of the inner complex (arrowhead) at the apex and the 
vesicle (v) underlying the roaette, surmunded with d e r  vesicuiar structures. x 100 000. 

m. 8. Anterior view of the spomite  inner complex showing the insertion of the strips on the apical cap 
(C). One suture is covered with a remnant of the Pe face (armwhead). Two small pits occur in the cap (armws). 
x 45 000. 





. .--. 
FIGS. 13 AND 15. Complementary fracture faces (Fig. 13, convex; Fig. 15. concave) of the postenor extremity , ' ,,. , \ 

of the sporozoite. The sutures converge in a turbine-iike fashion. On both replris, the numbcr of strip c m  be . , ,; estimated to be 13. x 60 000. 
\..% y-, h ~ .  14. General view showing the rhoptries (Ri, thus defining the posterior side (arrowhead). x 10 000. 
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appeared on the freeze fracture of Sporozoa, 
they have either dealt with intracellular 
stages (17, 20, 40) or have given few data 
( 4 3 ,  and thus most of the pictures we ob- 
tained show a previously unknown aspect 
of the coccidian sporozoite. A parallel study 
of Toxoplasma and Sarcocystis zoites (28) 
confhms most of the results on Eimeria. 

Two levels of investigation are involved 
in this study: first, the generai structure of 
the peilicle, to be compared with the pre- 
vious cytological iïndings; and second, the 
structure of the membranes, to be discussed 
in a larger view, with respect to our present 
knowledge on cell membranes. 

1. Pellicle 

The three-membranous structure of the 
pellicle is conürmed, as well as the circular 
opening of the inner complex at the apical 
level, where sections show apical rings (9). 
More original is the observation of an or- 
dered structure of the inner membrane 
complex. This gives a shape to the "col- 
lapsed vesicles" of Vivier and Petitprez (46) 
in demonstrating4bt e are in fact plates 
organized in a system 7 O oHtudina1 strips 
and of an anterior truncated conical cap. 
This is also observed in Toxoplasma and 
Sarcocystis (28) and is probably the expla- 
nation for the ancient descriptions of an 
"argyrome" (silver impregnation) in var- 
ious Sporozoan zoites (8, 14, 19, 31, 41). 
These authors demonstrated at the surface 
of these organjsms a delicate net of longi- 
tudinal fibrils joined by transverse bridges. 
They could not decide which structure was 
responsible for the silver-induced ornamen- 
tation, and thus could not explain its exact 
meaning; however, de Puytorac (31) de- 
scribeci it as possible junctions between 

subpeilicular vesicles, by analogy with the 
Ciliates where the argyrome occurs and 
where a system of endoplasmic cisterns un- 
derlining the plasmalemma is known. We 
have tried the silver impregnation tech- 
nique on Eimeria nieschdzi sporozoites 
and obtayied an 81:gymme: The very 4 
s k  did not allow a very accurate count of 
the lines with the light microscope, but we 
obtained an estimate close to 13, which is 
the number of sutures on replicas. 

Another set of previous observations is 
consistent with the present iïndings and 
gives an idea of how the inner complex 
might be built. I t  comes from the works on 
Eimerian schizogony (13, 33) where the 
association between each pair of subpeili- 
cular microtubules and a crescent-shaped 
patch of the inner membrane complex dur- 
ing the geneais of merornites is described. 
These patches then flatten under the pias- 
malemma and job  together as the mite 
matures. The coincidence between the 
number of strips ( 13), and half the number 
of microtubules (which is 26 in Eheria 
nieschuki sporozoïtes, unpublished obser- 
vations) is also found hem, and thus a sim- 
ilar method of genesis of the sporozoite 
IMC may be expected. Furthermore, the 
relative positions of subpellicuIar microtu- 
bules in the merozoites of Eimeria necatrix 
mbremetz, ( 13), Fig. 321 are exactiy the 
same as those of main lines of IMP and 
strips on the r e p l i a  observed here, and 
thus each of these main lines is very likely 
to overlay a subpellicular microtubule. This 
probable association will be discussed later. 

The twisting of strips recalls the turbine- 
like pattern of the microtubules during 
schizogony (13). It  is also observed with 
silver impregnation. Its variable degree led 
us to think that the twisting movements 

FIG. 16. Large h c t u r e  through the inwr complex showing the alignments of IMP in the Pi face and the 
reguiarly spaced main lines (arrows). Various aspect of fractures of the sutures are observed (note the 
ridge, r, between Em and Pi). One micropore (mp) and two presumptive ones (double arrows) are obsewed, as 
weil as transverse ytures (arrowheads). x 45 000. 
FIG. 17. Detaü of the Pi face in one strip demonstrating the high order of IMP distribution and the location 

of a micropore; this strip has 23 lines (anowheads), two of which have twice as many IMP as the others ( m w s ) .  '. 
x 150 000. 
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Fios. 18 AND 19. Compiementary replicas of the three membranes of the peiiicle to show the relative particle 
distribution in the fnicture faces. The less distinct appearance of the Pm compareci to Pi is evident although 
both have aiignments and main liaes (mm). x 100 000. 

frequently observed on living sporozoites Recent works, however, give higher esti- 
might be at  least in part responsible for the mates for these structures in Eimerian mo- 
helical disposition. tile stages (42). The present study demon- 

Micropores are observed rather often al- strate their constant locaiization in the axis 
though their nurnber per mite is currently of the strips; their frequency may be as high 
considered to be very low ( 1  or 2, 23, 38). as one per strip (Fig. 16). However, some of 
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the pits obscrved are snialler thari true 
micropores and nlight be situs where these 
structiires dcvelop only after tlie penetra- 
tion of the host cell [when these supposed 
cytostomes are believed to start functioning 
(42)l. If this is true, the pits observed in the 
apical cap might have the same signifi- 
cance, as suggested during the genesis of 
Eittzerta necatrix merozoites (13, Fig. 12). 

No relationship or junction is known be- 
tnleen the plasmalemma and the inner com- 
plex of Sporozoa. However, some kind of 
adhesiveness seems to occur between the 
Pe and n1 layers over the places where the 
sutures hetwoen strips join the apical cap, 
aithoufi11 iio spscialized structure can be 
detected a l  this level in the fracture faces. 
This pfienoineria might lie due to differen- 
tiation of the membrane surfaces not re- 
vedéd by the present technique. They 
woulc: correspond witli the subcircular 
structiires observed at the same level in 
negatively stairled Sarcocystis zoites (24) 
whcre siii\ilar forniations occur in freeze 
fracture preparations (28). 

2. Mem brunes 

(4 Plasn~ale~nma. The size and alniost 
raildoni ctistribution of IMP in both frac- 
ture faces of the sporozoite plasmalemma 
and their cornparalively higlier density in 
the 1' face are not significantly different 
from thhose observed uith most eukaryotic 
cells. 1-'he even distribution is only dis- 
turbed by the short linos of IMP running 
parzllel wit.h the underlying plates. This 
iridicates a cornmon preferred oriectation 
îor the three layers of the peliicle. However, 
tlie irregular occuience length and locali- 
zat.ion of these rows contrast with the per- 
fect ordrring of the inner complex. We are 
inclined to consider them as the fixed 
expression of a dynaniic process (aggrega- 
tion and movenient of those IMP withiii 
the bilayer) whereas the regular lines of the 
underlying layers woiild represent a more 
pernianent design. A connection between 
these rows and the gliding motion of the 

sporozoite may exist and needs to be fiirther 
investigated. 

The apical rosette is the other departure 
from the random distribution of IMP in the 
plasmalemma. A very similar structure has 
been described in Ciliates a t  the attach- 
ment site of mucocysts (35) or trichocysts 
(36, 22) on the plasma membrane. More 
recently, the haptocysts of Suctorians (4) 
and the extrtisomes of some Actinopoda 
( 10) have proveii to be associated with coin- 
parable particle arrays. In ali these Proto- 
zoa, the rosette is the place where the mem- 
brane of a specialized cytoplasmic vesicle 
fuses with the plasmalemma to discharge 
its contents into the external medium. 
Findiiig such an organelle a t  the very apex 
of the sporozoite, i.e., where the undt?rlpirig 
rhoptries are supposed to expell some Iiind 
of material to help in penetrating the Iiost 
ce11 (35), calls very strongly for the same 
interpretation. The accumulating evidence 
for a secretory funcrion of rhop~ries (16) 
lends further support to this view. Ho~vever, 
some points stili must be elucidated beîoie 
this hypothesis cal1 be accepted. First, spo- 
rozoites are well known for possessing more 
than one rhoptry (38) and thus sho:ild pos- 
sess more than one rosette udess the rhap- 
tries can successively corne into contact 
with it. Second, the rosette is located ex- 
actly over a small vesicle of 40 nm which is 
very often (and probably always) present 
a t  the very apex of Sporozoan zoites, al- 
though most authors have not given very 
much attention to it (sec 13). This stnicture 
is obsenled in some replicas (Fig. 7), sur- 
rounded with a irreg~iar circle of what 
miglit be either thr. tips of rhoptry ducts or 
vesicles such as those occumng in Toxo- 
plu.rrr~a (47). The irregular ring of IMP 
which surrounds the rosette might thus also 
account for an eventual zorie of app~sition 
between secretory formatio~is and the plas- 
malemma; it does exist over the tricbocysts 
where it is believed to be the limil for 
membrane .fusion (5), althougli it is not 
essential for exocytosis. As alrcady pro- 
posed for the rosettes (36), this differeiltia- 
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tion might be regardecl as multifunctional 
and could Le a receptor processor system 
which allows the parasite to recognize a 
potential host ce11 and to initiate the cven- 
tuûl rlioptry secretion or any other process 
iiivolved in host ceil penetration. Our 
knowledge of sporozoite physiology is still 
too rudimentary to allovi further specula- 
tions on the observed structures. Among 
many other possibilities, freeze fracture of 
other sporozoan zoitcs and of orgaiiisms 
during and after penetration of the host 
might help in solving those questions. 

(b) Inncr membrane conzplex. The ex- 
treme order of IMP distribution in the inner 
membranes is a very unusual feature. 
Anlong the previous observations of zoites, 
only the lattice occurring in negatively 
stained Sarcocystis (24) or the aligiinient 
of ribosofilal pzrticles alorig the inner mem- 
brane coniplex of developing sporozoites of 
the gregarin Diplnuris (26,30) recalls such 
a degree of organization. The lat,eral period 
of the Snrcocysiis lattice seem to be of the 
same order as the spacing bet.ween IMP 
rows in the P faces (about 30 nm). A ho- 
mology has sometirnes been observed be- 
ta~een negatire staining !altices and freeze 
fractilre IMP distribution in synaptic plates 
(7, 21); it might be thr  case 'here, but a 
more precise study of the Sarcocystis stain- 
ing and replicas is needed to niake valuable 
comparisons. The same holds true for the 
Diplauxis alignments, which might also re- 
fiect an intramembranous order, yet to be 
described in Gregarins. In Eimerian zoites, 
no previous observation can account for 
these rows. P. parallel orientation with the 
subpeilicular microtubules is, however, very 
likely to occur, as weil as some kind of 
relationship between the latter and the 
maiil lines of IMP. In cilia, linear arrays of 
IMP are described, which are thought to be 
linkers of underlying doublets of microtu- 
bules playing a rolc in the beating pattern 
(37). Altliough less orciered, a siinilar rela- 
tionship occurs in Trypanosoma (151, 
where other studies have deinonstrnted 
that the association between plasmalemma 

and microtubules persist after lysis of the 
ceil (II); Einzeria sporozoïtes behave the 
same way when ghosts are produced (un- 
published observations). Thus the main 
lines might be the intran~embranous 
expression of an association between the 
inner membrane coinplex and the subpelli- 
cular microtubules. Except on rare occa- 
sions, tliin sectioning has not shown bridges 
between these two entities. This is not sur- 
prising since the same occurs in Trypano- 
some (II), and as observed by Allen (2), 
linkage may be due to filamentous material 
which is far more difficult to observe. In 
the anterior part of zoites, some authors 
have found lateral "horns" on microtubules 
(13, 27) which might be relatcd with the 
two lines which replace every main line in 
the apical cap. Their spacing of 30 nm fits 
well uith this interpretation. 

For all the Iinear arrays occurring be- 
ttveen the main lines, it is far more difficult 
to assign significance, as nothirig outside 
the menibraile is knov~n to correspond with 
them. The rather uniform size of IMP, a t  
least in the Pi face might mean that they 
al1 represent the sanie integral macromol- 
ecule. Their very unusual partition coeffi- 
cient shows an almost exclusive affinity of 
these Ih$P for the P faces, thus toward the 
exterior of the "collapsed vesicle." Linear 
arrays occur in blue-green algae chloroplast 
membranes, but they are related to phico- 
bilisomes aligned on the outer surface ( 18); 
plaques of aligned particles have been ob- 
served in the plasinalemma of Paramecium 
(3) where they are given a sensory more 
thaii a structural function. In Eimeria, 
among the possible meanings for these ar- 
rays is a structural role, fust proposed for 
the inner membrane complex by Schrevel 
(39): They might act as linkers between 
both membranes of the complex. Their lon- 
gitudinal disposition calls also for a possible 
participation in the gliding motion of the 
zoitc, being a directional reference for the 
as yet iinltnown ineclianism involvcd. 

The obsenled differences between both 
membranes of the inner complex in IMP 



size as well as in partition coefficient (Ta- 
bles 1 and 2) are explainable in terms of the 
relative association of integral proteins with 
the lipid bilayer. The particles of the me- 
dium membrane would be more deeply an- 
chored in the P face than those in the inner 
membrane; they thus would loolr smaller 
and less of them would be kept by the E 
face during the fracture. An unequal level 
of cleavage through the bilayer would also 
explain that situation. In both cases, a 
structural difference seem to occur between 
these two membranes, which is not surpris- 
ing, according to their asymetrical status 
between the plasmalemma and cytoplasm. 

Another difference has been found, 
which concerns the IMP density in Pm and 
Pi; however, the difficulty of distinguishing 
the IMP in the Pm face, where they often 
barely emerge from a pebbly surface, leads 
us to 'be very cautious with the results of 
these counts. Background noise rnight be 
the only reason for the differences ob- 
served. Furlher studies and comparison 
with other spccies are still neceçsary to 

clarify this point. 
The apical cap does not show the same 

interna1 structure as the strips. Tliis seems 
to be related mainly to different relation- 
ships betweeii the inner membrane complex 
and the subpellicular microtubules in the 
two domains. The observation of living spo- 
rozoites, especially during the penetration 
process, shows that the anterior part of the 
organism is able to undergo successive elon- 
gations and retractions. That part of the 
zoite might be more flexible than the re- 
mainder of the body. A sliding of the micro- 
tubule system dong the main lines might 
stretch the apical cap. Freeze fracture of 
perietrating sporozoites is needed to belp 
clarify this point. The genesis of the orga- 
nisms might also be responsible for differ- 
ences, as the orientation of the cap does not 
need as many guides as are required for the 
positioning of the growing strips with re- 
spect to the elongating microtubules. A 
two-step mcchanism wouid he iiivolved, 
which needs to be further investigated. 

Although the strips are perfectly joined 

FIG. 20. Surnmarizing diagrani of the sporoaoite pellicle in the strip area as rcvealed by freeze fracture. The 
complementary fracture faces are show~i, with their possible relationships with the subpellicular microtubrrles 
(tb). The structure of the inner complcx in the apical cap area differs in some clet.ails from t,he one shown herc 
(see text). Sonle memt>rane surfaces not revealed by the technique have been artificially exposed to help in the 
understnnding of the diagram. 
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together, no nîemhrane fusion seems to oc- 8. CHAITON, E., C.H.H. Acad. Sci. Ser. D. 204,633 
cur between them. At least a continuitv (1937). 

betweell the hydrophobie layers of two ad- 9 CO~.~."Y, p. C., cJ. P ~ o t o z o ~ l  14,217 (1967). 
10. D~vinsoK,  1,. A., Crll2"i.ssuc Jiea 170,353 (1976). jacent s t r i ~ s  cari excluded: The fracture 11. DE SollzA, W., J. &fLcrosc. Diu[ Ccl/. 25, 189 

between an E and a P face would never (1976). 
give the thin dcnse ridge often obsenred 
(Figs. 2 and 15). On the contrary, the width 
of this ïidge (about 6 nm) is a good thick- 
ness for two half-membranes. The line of 
almost joiiied IMP occurring a t  the suture 
level might represeiit a primitive kind of 
membrane "junction." The accumulation of 
larger aggregates a t  the posterior extremity 
is probably the radiating spokes present at 
the same level on negative stainings (24, 
25, 34). 

The highly complex organization of this 
pellicle lias thus been demonstrated. A 
schematic iilterpretation 1s given in Fig. 2C. 
As is true for many of the other aspects of 
the Sporozoan zoite ultrastructure, this has 

12. UOI~AX, D. J., AND FAIII~, M. M., J. Protozool. 9, 
154 (1962). 

13. I)URHEMI:TZ, J. F., J. Prolozool. 22, 71 (1975). 
14. ~ I E N N E I ~ E ,  E.. Arch. 2001. Exp. Gen. 105, 179 

(1965). 
15. HOCAN, J. C., AND PATTON, C. L., J. P~o~oZOOI. 

23, 205 (1976). 
16. JENSEN, J .  B., A N D  EDGAR, S. A., J. Parnsitol. 62, 

988 (1976). 
17. KREIEII, J. P., GRAVEI,~,  S. M., SEELI, T. M., 

SMUCKEI~, IL, AND PFISTEIX, Ii. M., Tropenmed. 
Parasitol. 26,  9 (1975). 

18. LEFORT-TI~AN, M., COHEN, G., AND P ~ ~ l > l i l l , ~ ,  
M.,  J. Ullrustrucl. Res. 44, 199 (1973). 

19. L~JDVIK, J.,.?.. Parasilenk. 19, 311 (1959). 
20. M ~ s z o i r i . ~ ,  C. A. M., STEIZIIE, 11. L., AND BAIIII, 

G.  F., Proc. Helminthol. Soc. Wash. 39, 149 
(1972). 

21. OilCi, L., PI.:RRET.ET, A., ANI) DUNANT. Y., Proc. 

still to be ascribed a functional significance. Nat. Acaù. Sri. USA 71, 307 (1974). 

The progress in the understantfing of the 22. l 'i.ATl'~~l<, II., MII.I.EI~, F., ANI)  BACHMANN, L., 
9. Ceil Sci. 13, 687 (1973). 

structure of these organisnls which bas 23. pollcklin, E . , A , , ~ .  t3iol. 11,413 (1972). 
been achieved by the present technique 24. I~OHCHET, E., e l .   rotoz zoo^. 22,214 (1975). 
raises more auestions than answers and 25. POI~CI~ET,  E., Protistologica 12, 613 (1976). 

calls for investigations. Whereas most of 26. POI{CIIET. E., AND FISHEI~, A., I'rot~9to/oglra 9, 
437 (1973). the previOLis 'Ludies 'lave with the 2 7  POI<CHF:T, E.. A N I >  lOcii~rin. A., Prot~stolog1ca 7, 

interna1 or;:silelles of the sporozoite, freeze 227 (1971). 
fracture focuses attention on the mem- 28. Po!{cII~., E.. ANJ) ?.OI<I>IEI{. G., Z. Parasitcnk. 
branes, which probably have very impor- 54, 101 (1977). 

tant functions in biology still wait- 29. POIICHET, E., AND VIVIER, E., Ann. B I O ~ .  10, 77 

ing to be discovered. (1971). 
30. P I ~ N S I E H ,  G., C.R.H. Acad. Sci. Ser. D 271, 2329 
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PROTISTOLOGIE. - Srr.i~c.ri~rc ( î i~  lcr I)PII~L.IIIL, (/LI .~j~oi.o:oi:~~ ~ k ,  Pl;ismodiuin jmoclii : 
~ ; r l i c / ~ ~ ' ~ ) ~ w  ( .I;~.<!/I .c~~.IuI.o.  Note (-.) de Jeari-Fraiiyois L)uhrcmetx, Gkrartl Toiyier, Picire 
Rlaurois. Gi.i.ar(l Prcnsier et Rohcrt Sinden, présenti-t. p:!i. Picrrc-Paul Cir:issé. 

La crynfractiii-c dcs sporc~zoïies de f'lri.srt~«~lirii~i rivclc la structiirc des trois iiiernbrancs constituiint Ieiii. 
pclliciilc. Lc plnsn~aleiniiie cst de type cl;içsiquc: la densité en p:irticulcs intraiiicmbran;iires (P . l .h l . )  y cst 
pliis grandc <I:ins les Iorilies dcs glüiides salivaires qiic dans ccllcs des ooc)~stes. l lnc  rosette apic;ilc CS( pri-seiiir. 
Le coniplcxt inembran;iirc interne conipoi-tc uiic scule suture longiiiidiiialc. II montrc un ülipncinent rcgulier 
dcs P.1.M. avec de5 lignes plus denses à I'cinplacemcnt dcs microiubules sous pclliciilaires. 

Le spoi-ozoïtc dc Plr~.wior/itii~i, coinnic la pliipiirt des germes inl'cciiciis des Spol-ozoaires. 
l~osstdc iine pclliciilc 11-imcmbriin:iirc coniposéc d'un plusn~:ileinmc ci d'un coiiiplcxe 
1ncmbriii1:iire iiitcrnc. cc dcrnicr étant issii de I'uplatisscn~ent de vésicules [Il. Chez plilsieiirs 
zoïtcs de Coccidies. lii cryoîractiire a mis en évidcncc ail sein dc cettc pelliciile des difT6- 
rcnciarions reiiinrc~:t~!blcs en ré\:Cl:inl ii cc nivenii iinc grandc iiniié de strilciiire entre Ics 
divcrs orgaiiinnes cl udié s ((33. [3]). 

. . cytoplasme 

Dknomiiiiition des laces de rraclure dans la pellicule des gcrmes inleciicuh de Sporozoaires 

Nous :ivons voulu savoir dans qiiclle mesiire cette iiiiiie serait retroir\!ée chez le sporozoïte 
de J'lcr.s~tlo(fiz~ni afin de poiivoir  nieu us défager les iriiiis lindamentaux de la pelliciilc des 
Coccidioi~iorplies. 

Nous avons i r  t i Iisé t-'lrr.srîioc/iln~i !.oolii nigc~r.i~~~~si.\~ entrct cnii siir Airol>hclcs srr~pl~nui et 
Souris C 57 BL. Lcs organes parasités (cstoinucs. glnndc.4 salivaires) ont été prélcvéb dans 
Ic g1~itar;ildéiiycle 2.5 o, ,  cn tainpon cacod\.late de sodii~m 0.1 molaire. 14 D 16 joiirs aprks 
lc repas sanguin. )..es conditions dc cryofractiire ont été ideniiqiies A celles décritcs polir 
Eitnc~ria [3]. 

L'obscrvittion des rkpliqiies obtciiiics peimct de reconnaître Ics trois membrai~cs de 
la pelliciilc fritctiirccs selon trois plans dc cli\.:igc pri.lërïntiels (,f;g. 1 .  2). Noiis les dkcrirons 
selon la rcm~inologic adoptic poiii' EN~ic>i.irr f7] : les iiicmbranes sont dtsigiiécs par rf  (esierne. 
plasnialeinme). i71 (moycniic), i (interiic). ci les fiiccs de I'racture par P oii € selon In iiomcn- 
clatiire de Bïanton et coll. [A] (1-oir sché~nn). Li désign;itioii dcs l'iiccs tient compte dc l'origine 
vésiculaire du complexe inen-ib~i~iairc iiitcriie. 
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Les syoi-ozoïtes ont été observés soit dans les oocystes. iiu cours de leur développement, 
soit dans les g1;inde~ s;ilj\~iiil.es. en siliiation intracellul;~ir~. Dans ce dcrnici- cas. auciine 
vac~ioie parnsitophore n'a pu être mise en évidence, ce qiii confirme les observations anté- 
ric~ircs sur coupcs [5]. 

Le plasmnlcmmc (f~iccs P,, ei E,,) présente une distribiition liomogéne de p:iriiciiles intrri- 
mcinbranaii-es (P.I.M.), pliisabondantes sur la face P comme c'est le cas chcz E;/~~criu et 
TOA-oplu.o~lrr ( [ 2 ] ,  131). L'extrémité antérieure du sporozoïte est tronquée en un biscaii (jg. 5) 
au centrc duquel pci~t être discerné dans la hcc P, un groiipc dc particules de plus grande 
taille arrangé en une rosette d,c diamètre 60 nm (Jig. 4). 11 pourrait s'agir d'un éqiiivalent 
de la rosette apicale observée à cet cndroil chez les autres Coccidies ([23. [3]). Son observation 
est rendue ici plus difficile par la présence des autres P.I.M. alors que cette zone est plus 
dégagée dans les genres etiidiés antérieurement. g' 

La niin-iération des P.I.h4. dans les faces de fractiire du plasmalemme (aii moyen d'un 
analyseur d'images M.O.P., Koniron) met en évidence iinc différence sigriificative entre 
les deux populations de sporozoïtcs (tableau). 

Mornbrt dc P.I .h l .  pur tnicroi?ii.rrr currt! daris le ~~ l r~~ t i i a l~~ i? i r~ i e  tke~ sporozoi'ies do Plasn-iodium yoelii 
nigeriensis (chaque mesure concerne une surfacc supérieure h O,5 pm2 répartie sur plus de 
10 échantilions). 

Faces de friictiire . . . . . . . . . . .  p, Ee 
Origi~~e  

---. -. 
Oocystes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 390 & 280 1 8 3 2  63 
Glandes salivaires. . . . . . . . . . . . . . .  2 700 & 270 340 2 105 

Cctte modification du plasinrilemme ait cours du clieinincmcnt du sporozoïle à travers 
l'hôte \rccteiir constitiic lin nou\;eau critère de différenciation qui vient s'ajouter H I'e\~olu:ion 
déji coliiiur du sysikmc rhopti.ics micronèincs [6] et il la variation dcs c;iractErcs ;ini.igé~iiquc.i 
des sporozoïles [7] au cours cte la inén~e phase dii cycle. Bien qiie leur signilication précise 
reste à définir, ces nlodifications morphologiqiies pourraieni être en relation avec la matii- 
ration du pouvoir ii.ifecticux des sporozoïies. beaucoiip plus grand pour les formes salivaircs 
que pour celles des oocystes (81. 

Le complexe inembranairc in  terne est remarquable par I'agencenlent linéaire très régulier 
des P.I.M. sur les fices P,, ei P i ,  sui\unt l'axe dii sporozoïte (.hg. 1). Les particules sont - 
dc taille homogène sur chacune de ces faces, mais plus petites (ou moins proéminentes) 
siir P,. Les faces E, et E i  sont presqiie totalement dépourviies de P.I.M. (.fig. 3). 

Répliques dc cryofracture de sporozoiies de Plu~t?iorli~~ni j,ol~lii nigertrnsi~. La Rèchc en bas ii droite de chaque 
figure indique la direction d'ombrage ( 1  a 5 : oocysies; 6 : glandes salivaires). 

Fig. 1 .  - Groupe de sporozoïtes oii soiit rcprkçentés les 6 Saces de fnicture de la pelliciile. La suture (s) dii 
con~plexe memhriinoire interne cst révelée dans deux cclliiles (G x45 000). 

I'ig. 2. - Cinq des bces de fracture sont expos&es cliez ce sporozoïtc (C x 36 000). 
Fig. 3. - Fractiirc de la menlbrane nioyenne moiitrniit la siiiure dii coniplexe interne, sinueuse ci scméc 

de pariieules, s'allongeani selon I'asc du sporozoïte (G x 36 000). 
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Fig. 4. - Aii  centre du biscau pcut être distingiiéc iinc rosette dc 8 + 1 particules dc plus grand diiimtirc 
(nL:cl.rs) (G x 100 000). 

Fig. 5. - l.'exti.Cinité aniiriciire du sl~orozoitc est tronquée en biseau (G x 100 000). 
Fig. 6. - Cc~taincs lignes rcgulici.erncni dispoïces de la Ciicc P i  sont plus richcs en P.I.M. (lieches) (G x 100000). 
Fig. 7. - Sporozoïtcs (S) intraccllulaires dans uiie glande salivaire (G x 20 000). 

L'observation dét;iilléc de certaines fract~ires et la numération des particules pennet 
de inettrc en évidence dnns 13 face P i  des lignes de plus grande densité (de I'ordrc de 90 P.I.M. 
prir micromL:trc linéaire. contre 55 environ pour Ics autres). règulièren~ent disposées (toiitcs 
les trois lignes. dont I'espacciiicnt moycn es1 de 25 nin) siir iinc partie seuleincnt de-la cir- 
confircnce (certaines zones montrcnl des alignements de densité iiniforme) (.fig. 6). Par 
analogie avec cc qiii a été dkcrit chez les autrcs Coccidioinoiplies. noiis pensons qiie ces 
ligncs ]~;~rticulières pourraient correspondre wu>; inicrotiibiiles soiis-pclliciilaires sous- 
jacciits : I'cspacen~cnt est de inCme ordre de gnindeur et. Isar ailleiirs, toiis les microtiibules 
saur un sont rkpnrtis siir les 21'3 de 1ii circonfcrcnce. La moins bonne définition des répliques 
de In face P,, (di-jà signalée lors de l'étude des sporozoïtes d 'E i~~~cr in)  n'a pas pern~js d'en 
effectiicr iinc étude aiissi précisc. et la présence éventiielle d'alignements particuliers dans 
ccttc face reste i'i ilucider. 

Une.aiitrc ciiracttristiquc remarqiinblc du complexe mcinbrannire intcrnc est le nombre 
tri's rédiiii dcs sutiires *qii'il rciîfcrii-ic en coinpnraisoii de celui existant chez les autres 
Coccidics ([,?]. (33). Ccs siitiii-cs sciiiblent correspondre à l'apposition des bords dcs vésiciilcs 
aplatics qui sont i l'origine dii complcxc iiitcrne. II semble en fait quc le sporozoïte dc 
l'lnsrilcitlirrr~~ ~3c:)clii rrigcr.irnsis ne possède qu'iitie seule suture, paralléle iiiix alignenients 
de P.1.M. des fiiccs P,, et P i  i.ficq. 3). 

.Lc coiiiplexe mctnbran;iirc iiitci-ne sciait donc, chez cette cspcce. formi- d'iine seule plaqiic 
cnrorilie cn cylitidsc soiis lc plastnalcininc. Ln prébcnce d'une structure de tqpc (( cape 
apicalc >) idcniiquc à ccllc decrite dliiis la zoix antéricurc dii complexe interne des aiitrcs 
Coccidies (131, [.il) n'a pli Ctrc mise en évidence. 

La schizogonie de Pl~~.sn~oclir~nr a déji été étudiée par cryofracture ([9], [IO], Ill]). 11 est 
dificilc de conip;ii-sr les images publiées à cclles qiie nous préseiltons car il s'agit plutôt 
.de trophozo!(cs ori de schizontes et peu de mérozoïtes ont Cté observés. II semble ioutefois 
qiie ceux-ci présentent certaines des caraciéristiqiics exposées ici. en particulier une répar- 
tition coiiipriniblc des densités en particules intramcinbranüires sur les f2iees de fracture [l  I l .  
et des aligncmeiits dans le complcxe internc bien que ceiix-ci aient été assimilCs A des nlicro- 

' 

tubules [C)]. Rien ne rappelle toutefois Ic rCseaii liexagonal décrit dans cc complexe chez 
Pl~~,mro(li~~i~r gcll/itwc~~irn p i r  Secd ei coll. [IO]: mais ces aiiteiirs utilisaient lin niatériel non 
fixé sur Icqiiel I'actioii du plycérol avant congél:itioii n'a pris é'té évaluée. 

Ces obsei.vations préliiniilriires mettent en évidence ail niveait dc '121 pellicule l'étroite 
siinilitude dCjà connuc poiir lcs autres structures des zoïtes de Coccidioniorphes. Outre 
la roscttc apicale. dont le rOlc dans I'iiiteraction avec In cellule hôte reste à élucider. la 
car-actérisiique la plus origii~ale de cetie pclliciile est l'alignement des P.T.M. parallèlement 
ii 1';ixc du zoïtc dnns les fciiillcts protop1:isiniqiies du complesc nicinbrannire interne. 11 
s'agit 1I.i d'une prirticul:irité cytologiqiic intéressaiite, d'alitant pliis que la taillc homogène 
des particiilcs permet dc penser H iinc iiiiité répt-titive. On peut s'interroger siir la significrition 
foiiciionnclle d'un tel agencciilcnt: 1:i direction préférentielle ainsi dtfinie correspoiid à 
celle des mo~ivcments de glisscmcnt di1 spoiozoïte, mocic de déplacement exclusif dc ces .... 

C. R . ,  197'). le' Settievfr.c. (T. 788, No 6 )  Skrie D - 46 
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org;~i~isincs qui sujlposc iiiic interaction cntrc la ].>clliciile ct Ic supporl. Cei-taincs stri~ctiires 
sc\~EIccs par c r y ~ f ~ ~ c t i i r c  pourraicni ainsi intcrvcnir dans le mccnriismc encorc inconnii 
<Ic ccltc iiioiiliié originale. 

D'uuii-tx part. la misc en évidence d'iin i-cni:iniciiicni du plasn-ialcmme accompapnai~t 
121 matiir;!iion du poiivoir infectieux des sporozoïies évoqiic la possibilité d'une iiitervention 
membi-nnaii-c drins ce processiis encore miil compris ct renforcc I'intcrêt de I'étiide de la 
pclliculc de ces parasites et de son rOlc lors de la pcnciraiion d;tms la cellule hôte. 

(*) Reiiiise le 29 janvier 1979. 
I l ]  E. POR(.III:I el E. \'I\JIER. Anil. Uiol.,  10. 1970, p. 77. 
(21 E. PORCIIEI CI Ci. T~RI>IER.  Z. P u r ( ~ s i / < ~ l ~ k . .  54. 1977, p. 101. 
[3] J .  F. DURRI-METZ el G. TORPII:R. J. L~lrrrrstntcr. Ros., 62. 1978, p. 94. 
141 1). BIIANTOP: et coll.. Science, 190, 1975. p. 54. 
[SI C. R.  STERL~KG, M. AIKAWA et J. P. V A N D E R B E ~ ~ ,  J. 1'ura.sirol.. 59, 1973, p. 593. 
161 R. E. Six~rh' et P. C. C. GARNHAAI. Trnns. Roy. Soc. Trop. 1l40d. HJX., 67, 1973. p. 631. 
[7] J .  P. VAXI)I~KREKG, K .  S. N~JSSENZWI:IG, Y.  SANABRIA. K. NAWROT el H. MOST, Proc. I I ~ I I ~ I N ? I ~ I .  Soc. 

I.l'~~.slrir~~/or~. 39. 1972. p. 5 14. 
181 J .  P. \ 'ANI>I:KUI:KG. J .  PIII 'US~/O/ . ,  71, 1975. p. 43. 
191 C .  A. M .  h1i:szoi:i.~. K. L. SIEEKE ct G. F. BAIIR,  P~.oc .  Hrll~iinth. Soc. M/asliingron. 39, 1972. p. 149. 
1101 T. M .  Stiri~. M .  AIKAWA, R. B. PHIUII. J .  P. KKEIER et R. M. PFISTEK, Z. Trop~'nnred. Puro~ilol., 2-1, 

1973, p. 525. 
11 f ]  D. J. MCLARES, L. H. BAKSISTEK, P. 1. TRIGG el G .  A.  ~RJICIIER, Bull. 0 . h f . S . .  55 ,  1977, p. 197. 

J .  F. D. ei CI. P. : E.K . . 4 .  II" 184. C.N.R.S . .  liniscrsi~<: & LiIlc-I. 
Biologie. S.:\'. 3 .  B.P. nt' 36, 59650 I'i1leneicri~-d 'Asçy; 

G .  T .  : U .  nu 107 ,  l . ,V.S.LR.d4. ,  Itistiittt Pasteur. 59012 Lille; 

P. M.  : U .  ne 42, I.N.S.E.R.AI.. C.E.H.T.I.A., 59650 Vilk~r~euve-d'Ascq; 

R. E. S .  : 1rrrl)rriul Col!cge I.iclrl SII I .  Ascot Berks, SL5 7DE, G.-3. 



ANNEXE 2 : PLANCHES 



PLANCHE 1 : 

1. 2 .  3 .  : Suspensions de zoltes purifiés.  

(contraste de phase, X 250) 

3 - ~ & o z o i t e s  III d t E W a  nieschuZzi. 

4 .  Sporozoi tes  d 'Eirneria nieschulzi, coupe parasagit ta l e .  

(X 13 000) 
/ 

5 .  ~ierozoites  111 d 'Eimeha nieschutzi dans l ' ép i th6l im intest inal  

de rat. 

(X % O 008) , 





1 - Début de pénétration (f1hche:conoEéej 
(X 18 000) 

2 - Stade identique à 1 en cryofracture, exposant une petite surface de la 

membrane vacuolaire en formation. 

(X 37 000) . 
3 - Image. évoquant la phase précoce d'interaction zoïte - cellule. La 

v~sicule apicale est proéminente. De petites vésicules sont présentes 

entre le zoïte et le plasmalemme hôte (flèche3. 

(X 1 00 000) . 





P M c H E  3 : 'I.NTERACTION BRADYzo~TE DE SARCOCYS2'ES TEJIELLA - CELLULES BHK. 

ZO~TES EN COURS DE PENETRATIQN. 

1 - Noter S'abondance de profils myéliniques (flèches) entre zoites et 
membrane vacuolaire en formation. 

(X 95 QOO). 

2 - Noter les zones de contact étroit (flëches) entre &te et membrane 

vasuolaire en formation. 

(X 60 000) 

3 - Profil rnyélinique (flèche) dans une vacuole claire à l'intérieur d'un 

mite en cours d'invasion. 

4 - Projection lamellaire (flèche) semblant émaner de l'apex du zoite vers 
la vacuole parasitophore en formation, dans laquelle sont présentes de 

petites vésicules (têtes de flèches), 

(X 80 .OOO) 





PLANCHE 4 : INTERACTION BRADYZOITES DE SARCOCYSTIS TEIYELLA - CELLULES 
BHK (OU HELA,FIG. 2) 

1 - Zoite terminant la traversée d'une cellule : entre la membrane de la 
vacuole parasitophore et le plasmalemme est emprisonné un groupe de 

vésicules (x) , 

2 - Zoïte pénétrant une cellule Hela. Le plasmalemme du zoite semble inter- 
rompu sur une courte distance à l'extrêmité apicale (flèche) 

(X 1 1 O 000) 

3 - Zoire sortant d'une cellule (un profil myélinique est encore présent à 

côté du conoide). Des vésicules identiques B celles de la fig I 

sont libérzes dans le milieu(*). 

(X 50 000) 





PLANCfIE' 5 :. INTERACTION TACKYZOITES DE TOXQ'PLASblA - CELLULES 
(FIXATION APRES a M.rrJma). 

1 - Zozte en cours d'invasion. La présence d'un apex fils (COF) indique 

qu'il s'agit d'un parasite largement engagé dans l'endogenèse. 

(X 36 000). 

2 - Détail de la région antérieure du zoite précédent. La membrane 
parasitophore en formation semble essaimer des vésicules (v) dans 

le cytoplasme hôte avoisinant (flèche). 

(X 1 1 O 000) . f 

3 - ZoIte intracellulaire. L'emplacement des rhoptries est occupé par une 
vacuole(* ) engagée dans le conorde et contenant quelques prof ils denses. 

La membrane de la vacuole parasitophore est discontinue et doublée par 

une couche d'ergaçtoplasme dépourvue de ribosomes côté parasite. 

(X 55 000)-. .( cliché E. FERREIRA ) 





PLAEJCME 6 : INTERACTION TACHYZDITES BE a)OXOPLASMA - CELLULES HELA. 
(FIXATION APRES 2 MINLTTES) 

1 - Région antérieure d'un zorte intracellulaire. La membrane, la vacuole 
parasitophore et le plasmalemme du parasite sont accolés, pouvant 

donner d'illusion d'une seule strate 5 faible grossissement (flèche 

courbe). En un endroit, les 2 membranes se disjoignent pour former un 

espace rempli d'un matériel dense (flèche). Une vacuole claire contenant 

quelques profils denses occupe un large volume dans l'apex du zoïte(~). 

( X  90 000). 

2 - Région antérieure d'un zoite intracellulaire contenant un volumineux 
profil myélinique (flèche) logé dans une vacuole, 

(X 90 000). 





PLANCHE 9 : INTERACTION TACHYZO?TES DE TOXOPLASMA - êELLUEES'EL.4 

(FIXATION APRES 2 MINUTES,SAUF 3 ) .  

1 et 2 - Zoïtes fixés en fin de pénétration et chez lesquels une zone 
symétrique de contact étroit entre plasmalemme du zoite et 

membrane de la vacuole parasieophore évoque l'existence d'une 

jonction mobile lors de la pénétration (flèche). Ailleurs, la 

membrane de la vacuole parasitophore est discontinue (têtes de 

flèches) 

(X 62 000). 

3 - ZoZte intracellulaire fixé 20 minutes après activation et qui 
contient deux individus fils 2 un stade très avancé d'élaboration 

(X 20 000). 

4 - Zozte intracellulaire. L'espace vacuslaire renferme un contenu 
La strate d'ergastoplesme périvacuolaire entoure 

tout le parasite et est séparée de la membrane vacuolaire par 

un espace dépourvu d ' inclusioiis. 
(X 37 000). 

1 et 3 : clichés E. FERREIRA 





1 - Cryofracture de mérozoites II dlEimeria necatrk. L'organisation de la 
pellicule est identique à celle décrite chez les-sporozo?tes dlEimeria. 

(X 18 800) .  

2 - M6rozoTte II d 'Eimeria necatris en cours de 'genèse. Un lame du 
complexe membranaire interne en cours de mise en place montre une 

accumulation de particules sur la partie accolée au plasmalemme 

alors que le reste de la surface est nu. (double flèche). 

(X 60 000) .  

. . . 3 - Cryofracture de plasmalemme de sporozo'ite dlEimeria nieschuZzi 
(face Pe). Ombrage rotatif. Une sous-structure est mise en évidence 

dans les P. I. M. (flèches). 

( X  3 60 000) . 





PLANCHE 9 : INTERACTION SPOROZOlTES D'EIMERIA N-PESCBULZI - FERRITINE 
CATIONISEE . 

1 - ~ ~ o r o z o ï t e  f ixé avant inclusion : le ligand couvre unifonnément 

le parasite. 

(X 200 000) 

2 - Cape postérieure (flèche) de ferritine cationisée sur un sporo- 
zoIte incubé à 37' 10 minu.tes dans le ligand. 

(X 60 000). 

3 à 7 - Ferritine cationisée fluorescente. 
3 - conditions indentiques à 1. 

(X 1000) 

4 et 5 - lumière transmise(4) et fluorescence (5) de sporozoïtes 

vivants incubés dans une solution de ferritine cationisée 

fluorescente. Double flèche : marquage postérieur. Flèche : 

cape. 

(X 800) 

6 et 7 - mêmes conditions que 4 et 5 : cape en voie d'élimination. 
(X 600). 





PLANCHE 1 0 : INTERACTION SPOROZOITES D 'E4F.flRfA JlL??SCflULZI - PERWITINE 

CATIONISEE OU GLOBULES ROUGES DE SOURIS. 

1 - Un site anionique apical persiste après formation de la cape à 

2 - Marquage uniforme d'un sporozoïte incubé à 4 ' ~ .  

(X 36 000). 

3 - ~porozoïte fixé après 10 secondes .d 'interaction à 37' avec 

la ferritine cationisée. Une cape postérieure est déjà 

présente (Elèche courbe), mais des agrégats persistent sur 

le plasmalemme (flèches). 

(X 16 000) . 
4  et 5 - Interaction sporozoites - globules rouges en contraste de 

phase sur le vivant (4) 

(X 1200) 

et fixé, en microscopie 51ectronique ( 5 ) .  

(X 16 000). 

5 : cliché H. VARTANIAN 





1 - Fraction "pefbicube" isolée lors du fractionnement de 
bradyzoïtes. Les microtubules sous pelliculaires persistent 

dans certains "ghosts" (f lêche) 

(X 10 000) . 
Encart : agrandissement montrant la persistance de la structure 

tr imembranaire 

(X 110 000). 
+i 

2 - Apex de zoïtes dans la fraction "ghosts". La dépendance vésicule 
apicale - plasmalenme est mise en évidence ainsi que la stabilité 
structurale de l'ensemble conoïde, anneaux apicaux, anneau 

d'insertion des microtubules sous pelliculaires (flèche) centré 

sui la vésicule apicale. 

(X 150 000). 

P ~ o f i L  2 ~ectrophorétiques 
A et E : Ghosts de zoltes de Smcocystis teneZZa non trypsinés. 

93 et D : Ghosts de zoltes de Smcocystis teneZla activés par.le 

trypsine . 
F G : Autoradiogrammes de zoïtes de -Sarcocystis teneZZa iodés 

par la lactoperoxydase (6), puis trypsinés (F) . 
C : Zoltes entiers . 

-Dépots : A,B : 50 pg, C : 60 pg, D,E : 150 pg, F,G : 20 000 cpm 

(24 heures exposition). 

-Marqueurs de poids moléculaire : 1:94000,2:67000, 3 : 43 000, 

4;30 000, 5 : 20 100, 6:14 400. 





1 et 2 : fraction granules denses. 

1 : vue générale. 

(X 1 O 000) . 
2 : détail 

(X 54 000). 

3 et 4 : fracti~n micronèmes. 

3 : vue générale 

(X 10 000). 

4 : détail 

(X 90 000). 





Fractionnement subcellulaire de sporozoItes dlEimeria nieschuZzi. 

1 ,  Fraction ghosts 

(X 1 0 000) . 
2, Fraction rhoptries. 

(X 18 000) 

3, Fraction micronbes 

(X IO 000) 

4, Détail des micron~mes 

(X 50 000). 





/ 
~/edimentation d i £  f é ren t i e l l e  d'un homogéna? de merozoïteç III dlEimeria 

1 - Culot 2000 gmax, 1 O min. 

2 - Culot 12000 gmax, 10 min. 

2a : base du culot  

2b : part ie  supérieure. 

3 - Culot 24 000 gmax, 15 min. 

4 - Culot 240 000 gmax, 15 min. 

4a a base du culot  

4b : p a r t i e  supérieure. 





1, 2 : Essai de séparation des rhoptries de sporozoïtes d 'Eimeria n%eschuZzi. 

à partir du sédiment.100 000 gmax x min, basé sur la vélocité des 

organites. 

1 : Vuede la fraction enrichie en rhoptries (RM). 

2 : Vue de la fraction enrikhle en mitochondries. (M). 

3, 4 : Sédimentation différentielle d'un homogénat de mérozo~tes'I1 

dlEimeria necatrzk. Sédiment 110 000 gmax, 1 heure. 





PLANCHE 1 6 : SEDIMENTATION DIFFERENTIELLE D 'HQblOGENAT. BE TACPIYZQXTES DE 

1 - Sédiment 2000 pax,lQ min. (*: zoïtes intacts) 
2 - Sédiment 18 O00 gmax, 10 min. 

3 - âgdimsnt 240 000 Dax, 30 min 

3a : fond 

3b : partie supérieure 

Les micronèmes apparaissent ici séparés des autres organites par 

stratification du culot en cours de centrifugation. 

1; 2, 3 ,  
(X 1 O 000) . 
4 - Détail d'une région du sédiment 

(18 000 p a x ,  I O  min) 

riche en srhoptries. 

(X 50 000). 

5 - Détail des micron'emes de 3. 
(X 50 000). 

1 à 5 : clichés E. FERREIRA 





PLANCHE 17 : 

Electrophorèses en gel de polyacrylamide - SDS de fractionssubcellulaires - 
de zoïtes de Sarcocystis et d1Eimeria. 

A à F Gradient 10 - 18 % Asrylamide. 

G à M Gradient 5 - 15 2 Acrylamide. 

Fiarqueurs de poids moléculaire (O : 168 000, 1 : 94 000, 2:67000, 3 :43000, 

4: 30 000 , 5:20 180 , 6:14400). 

A Sarcocystis teneZZa : micronèmes, 

B Sarcocystis teneZZa : zoïtes entiers. 

C Sarcocystis teneZZa : granules denses 

C' Sarcocystis teneZZa : granules denses (gel moins chargé : 2 bandes 

apparaissent .) 

D EZmeAa nieschulzi, sporozoites : micronGmes. 

E II : entiers. 

F II : rhoptrieâ. 

G a# : rhoptriea. 

H II : fraction Dl. 

P II : entiers 

J II : micronèmes. 

K mérizoïtes III: entiers 

L : Sédimentation différentielle, culot 

240 000 Qnax, 15 min. 

M : Sédimentation différentielle, culot 

24000 Gmax, 15 min. 





ELECTROPHOPESE EN GEL DE POLYACRYLfiIIDE SDS ET FLUOROGPflHIE DE ~OXOPLA.!?b$! 

PlhRQUES PAR LA EEUCINB TRITPEE, INTERACTION AVEC DES CELLULYÇ MEM. 

A e t  B : /electrophorégrame c0loré s u  Bleu do ccomarsie de. z o i t e s  (A) 

et  de zoa tes  t r l é i é s  (B) p u r i f i é s .  

C : Fluorograyhie 6e l a  p i s t e  B. 

D à J : e s s a i  de m i s e  en évidence d'une exocytose l o r s  de l a  péné t ra t ion  

de Toxop'lasmes dans des c e l l u l e s  Hela ( f luorographies) .  

D : ~ o l t e s  p u r i f i é s ,  suspension de dépar t .  

E : culot  c e l l u l e s  + z o l t e s  pénét rés ,  a p r & s ~ . l i ç e  c e l l u l a i r e  par  

Dounce p u i s  heico'lysine. 

F : surnageant d e  broyage au Daünce, 

G : surnageant d ' incubation en R6molysine après  broyage. 

E : culot  témoi; c e l l u l e s  + z o l t e s  incubés sans  c e l l u l e s ,  ap rès  l i s e  

au Dounce puis  à 11h5molysine 

1 : surnageant t h s i n  de broyage au Bounce. 
/ 

3 : surnageant témoin ds incubat ion  en hemslyeine a p r k  broyage au 

Dounce. 

E + P + G = c e l l u l e s  + z o i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

H + 1 + J = témoin cellu3:es + z o i t e s  incubés séparement . 



J I H G F E B  


