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INTROBUCTIGON




Les Coccidies représentent une classe de Sporozoaires parasites
intracellulaires obligatoires de vertébrés. Ces protozoaires peuvent para-
siter de nombreux organismes et en particulier 1'Homme. Ils sont capables
d'entrainer des infections graves chez 1'Homme (Toxoplasmose) et les ani-

maux (Coccidiose).

Le cycle biologique des Sporozoaires débute par un germe infec-
tieux ou zolte (GRASSE 1953), qui repré&sente la forme de dissémination de
la parasitémie. Le zoite peut &tre issu soit des divisions schizogoniqueé
(phase asexuée), soit de la sporogen@se (phase sexuée). Le cycle se dé&-
roule chez un seul hdte, cas des Coccidies monox&nes, ou fait intervenir _
deux hotes différents pour les Coccidies hétéroxénes (avec sporogonie chez

1'hdte principal et schizogonie chez 1'hdte intermédiaire).

Le zoite constitue une des caractéristiques communes essentielles
du groupe des Sporozoaires. Ce stade mobile montre une orgamisation struc-
turale typique, caractérisée par un complexe apical comprenant des anneaux
apicaux, un conoide, des rhoptries, des micronémes et des microtubules sous-
pelliculaires. La pellicule du zoite est trimembranaire, elle est constituée
par un plasmalemme et un complexe membranaire sous-jacent formé de vésicules

aplaties (VIVIER et PETITPREZ 1969).

L'originalité des zoites des Sporozoaires réside dans leur comple-
xe apical, d'od le terme d'Apicomplexa proposé par LEVINE (1970) pour dési-

gner cet embranchement.

La cytologie ultrastructurale des zoltes a fait 1'objet de nom-
breusesinvestigations (Revue par PORCHET-HENNERE et VIVIER 1971) et leur
organisation est 3 présent bien connue. En revanche, peu de travaux exis-
tent encore sur la physiologie de ces cellules et en particulier sur leur
fonction majeure c'est 3 dire 1'invasion de la cellule hdte, &tape primor-

diale pour la prolifération du cycle parasitaire.



Les études les plus récentes traitant de ce probléme proposent un rdle im—
portant pour la pellicule dans ce phénoméne ; celle-ci aurait également un
rdle dans la motilité cellulaire.

Ces deux fonctions primordiales dans le cycle du parasite justifient notre

intérét pour la pellicule.

La structure de la pellicule des zoites a d&ja été &tudiée par
cytologie ultrastructurale (VIVIER et PETITPREZ 1969 ; VIViER et al 1870 ;
D'HAESE et al 1977) et par la technique de cryodécapage (SULZER et al 1974
PORCHET et TORPIER 1977 ; DUBREMETZ et TORPIER 1979 ; PORCHET et al 1982).

Les recherches sur la motilité des zoites sont restées jusqu'a
présent fragmentaires. Aussi cette &tude a &té poursuivie par deux appro-
ches : d'une part 1'&tude cytologique et biochimique de la structure de la
pellicule ; et d'autre part 1'étude de la mobilité& cellulaire et de son
expression au niveau membranaire. Cette double approche a &t& conduite en
vue d'essayer d'établir un lien entre physiologie et structure afin de dé-

.. - . sy - ._de
finir les mécanismes de la motilité des zoltes ou au molns progresser vers

cette connaissance.

e



CHAPITRE 1

MATERIELS ET METHODES




[ MATERIELS

Pour cette &tude sur la structure et la physiologie de la pellicu-
le des Coccidies, notre expérimentation a porté sur quatre parasites : Edlme-

ria nieschulzi, Sarncocystis muwis, Sarcocystis tenella et Toxoplasma gondid.

1 - RAPPEL DES CYCLES

a - Edmerdia nieschulz{ (DIEBEN, 1924)

C'est un parasite monox&ne du rat. Le rat s'infeste par ingestion
des oocystes ; les sporozoites 1ibérés dans la lumiére intestinale envahissent
les cellules é&pithéliales de la muqueuse: intestinale et s'y développent en
schizontes (ROUDABUSH, 1937). Apr@s trois générations schizogoniques a lieu
la phase sexuée qui donne naissance 3 l'oocyste lequel est rejeté avec les f&-

ces.

b - Sarcocystis muris (LABBE, 1899)

C'est un parasite hétérox8ne du chat et de la souris (RUIZ et FRAN-
KEL 1976).

La reproduction sexuée se déroule dans le tube digestif du chat et
les sporocystes qui en résultent sont rejet@s dans les excréments. La souris
s'infeste par ingestion des sporocystes. Ces derniers lib&rent les sporozoites
qui se développent en schizontes dans les cellules du syst@me réticuloendothé-
lial ; les mérozoltes 1ib&rés essaiment par le systé@me circulatoire vers le
tissu musculaire et s'y développent en kystes renfermant des bradyzoites. Ces
kystes peuvent atteindre des tailles considérables (taille d'une fibre muscu-

laire) et sont infectieux pour le chat.

¢ - Sarcocysils tenella (MOULE, 1888)

Le cycle (MELHORN et al 1979) se déroule chez deux mammiféres

- Le chat ol a lieu la phase sexuée avec gamogonie et



sporogonie dans les cellules intestinales.

- Le mouton qui hé&berge la phase schizogonique : une pre—
miére schizogonie intervient dans les cellules endothéliales du foie ; les
mérozoites 1ib&rés gagnent les muscles de l'oesophage par la voie sanguine ol

ils se développent en kystes volumineux renfermant les bradyzoites.

d - Toxoplasma gondi{ (NICOLLE et MANCEAUX, 1908)

Le cycle de ce parasite n'a &té &lucidé que récemment par HUTCHIN-
SON et al (1970). Il comprend :

- Une phase sexuée chez un félidé, généralement le chat (FRENKEL [974)
avec schizogonie et gamétogendse dans les cellules de 1'épithelium intestinal,
les oocystes sont émis dans les excréments. Les oocystes, tr8s résistants
dans le milieu ext&rieur, subissent la sporulation, aprés laquelle ils devien-

nent infestants pour les hétes intermédiaires ou pour le félidé.

- La phase asexuée chez 1'hdte intermédiaire : le parasite s'y dévelop-—
pe en se multipliant par endogendse de fagon indéfinie (tachyzoites) ou en
formant des kystes dans la plupart des tissus (bradyzoites). Le félidé s'in-

feste également en ingé€rant ces kystes.

2 - OBTENTION ET ENTRETIEN DES SOUCHES

a - Eimeria nieschulzi

La souche d'Eimeria a été fournie par J.L. MAHRT de l'Université
d'Edmonton. Elle est entretenue sur son hdte naturel par infestation de rats

d'environ 300g, par 500 000 oocystes inoculés par vole orale.

Les oocystes sporulds peuvent &tre conservés jusqu'a plusieurs
années 31 + 4°C. Nous avons en général utilisd les oocystes dans les 2 & 6

mols suivant leur obtentiomn.

b - Sarcocystis muwiis

La souche utilisée nous a été fournie par O. HEYDORN, de L'Universi



de Berlin (Faculté de médecine V&térinaire).

Le parasite est inoculé& aux souris par voie orale 3 raison de
80 sporocystes par animal. Les kystes musculaires sont obtenus 4 3 6 mois

plus tard.

¢ = Sancocystis tenella
Les oesophages de mouton infest&s sont obtenus auprds de l'abat-

toir de Bailleul (Nord). L'irrégularité de cet approvisionnement a limité les

expérimentations sur ce matériel.

d - Toxoplasma gondid

Les tachyzoites de Toxoplasma gondi{ proviennent du Centre d'Im—
munologie et de Biologie Parasitaire (U. INSERM 167, Lille).

Il METHODES

A - PREPARATION ET PURIFICATION DES ZOITES

1 - SPOROZOITES D'Eimesria nleschulzi

a — Sporulation des oocystes

A partir du 7¢ jour d'infestation des rats, les oocystes non spo-
rulds sont récupérés avec les f3ces des animaux. Ils sont suspendus dans une
solution de bichromate de potassium a 2,5% ; la suspension est tamisée a 250um
afin d'éliminer les plus gros d&bris, puis placée sous oxygénation par air com-
primé dans un milieuw agité& pour favoriser la sporulation. Celle-ci dure envi-

ron 72 heures 3 20°C.

La suspension obtenue est centrifugée 3 500z max pendant !0 wminu-
tes, puis le culot est lavé deux fois dans l'eau distillée dans les mémes con-
e e . . 4
ditions et repris dans une solution de sucrose 1,15 M contenant 2 g de phencl

par litre. La suspension est centrifugée i 650g max pendant 10 minutes.
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Dans un tel milieu, les oocystes sporulés se rassemblent en surface par flot-
taison et forment un voile. Ils sont recueillis par aspiration et lavés par

2 centrifugations a SOOgmaX“ 10 minutes dans 1l'eau distillée.

b - Stérilisation des oocystes

Les ococystes sont suspendus pendant 15 minutes & la température du
laboratoire dans une solution d'hypochlorite de sodium (eau de javel Commer-
ciale diluée au demi, soit 24° chlorotimBtrique) puis centrifugés 2 650gmax
pendant 10 minutes. Les oocystes forment un voile en surface et sont alors re-

cueillis par aspiration.

L'hypochlorite de sodium résiduel est &€liminé par des lavages ré-
pétés en solution saline stérile (voir composition ci.dessous) jusqu'ad ce que
cette dernidre ne soit plus décolorée. Les oocystes sont enfin resuspendus

dans la solution saline et stockés 3 4°C.

Composition de la solution saline : Saline A, PUCK (1957).

Na Cl 80g/1
K cl bg/l
Na H CO03 3,5g/1
Glucose “10g/1

Rouge de phénol 0,lg/l
Eau distillée Qes.p. 11

Cette solution 10 fois concentrde est dilude avec 1'eau bidistillée

avant utilisation.

¢ - Excystation des oocystes et isolement des sporozoites

Les oocystes sont incubé&s pendant 30 minutes 3 37°C. Cette &tape
simule le transit dans 1'hdte et fragilise les oocystes. La solution est en-
suite broyde au broyeur de POTTER : 5 4 6 allers et retours @ 1500 rpm suffi-
sent & lib8rer les sporocystes. Aprés un lavage dans la solution saline puis
centrifugation 2 SOOgmax pendant 5 minutes, les sporocystes sont excystés par

une solution de trypsine de composition :
- Trypsine (Difco 1 : 250) 0,25 g
-~ Taurocholate de sodium 0,75 g
~ Solution saline A (PUCK) pH 7,6 q.s.p.l00 ml.



Le pH de cette solution est ajusté a 7,4 - 7,6 avec du bicarbonate de sodium

0,9 M.

Au bout de 10 minutes 3 37°C, les sporozoites sont lib&rés et peuvent &tre
purifids. Ils sont alors lavés dans une solution Ringer-Tris (WAGENBACH, 1969)

de composition :

Na C1 9 g/1

Ca Cl2 0,24 g/1
K Cl 0,42 g/1
KH CO3 0,2 g/1

TRIS_(Hydroxymethyl)aminomethane 3,03 g/1
Eau distillée gq.s.p. 11
(le pH est ajusté 3 8 par l'acide chlorhydrique N)
Cette solution ayant une force ionique de 0,33y est ramenée pour utilisation

-

i 0,22y par dilution 3 l'eau bidistillée.

Le culot contient des sporozoites, des oocystes non sporulés, les
coques d'excystation et des sporocystes ; il est repris dans 5 ml de cette mé-
me solution pour &tre purifié sur colonne de fibres de nylon (leucopak fil-

ter, Travenol)

d - Préparation de la colonne

Un gramme de fibres de Nylon est régulirement réparti sur une
hauteur de 8 cm dans une colonne de | cm de diamdtre qui est ensuite &quili-
brée par passage de 25 ml de tampon. On fait ensuite passer la suspension &
purifier, puis 20 ml de tampon. Ce procédé conduit & l'obtention de sporozoi-
tes purs, contaminds seulement par quelques coques de sporocystes. Les sporo-

zoites peuvent &tre conservés une quinzaine de jours a + 4°C.

2 - BRADYZOITES DE Sarcocystis muwris

a — Prélsvement des muscles infestés

Nous avons mis au point un protocole permettant 1l'obtention de
quantités importantes de bradyzoites purs nécessaires au fractionnement cel-
lulaire. Les souris infest8es sont tudes par dislocation des vertébres cervi-

cales.



La peau est alors dégagée et les muscles sont mis 3 nus ; les muscles infes-
tés sont découpés et placés dans une solution saline en tampon phosphate (PBS

DULBECCO) préparée comme suit :

Na C1 ' 8 g/l
K Cl 0,2 g/l

- Ca C12 0,1 g/l
Mg C12,6 H20 0, 1 g/1
Na H PO4, 7H 20 2,16 g/l
K H2 P 04 0,2 g/l
Eau distillée g.s.p. 11

sont

Ces muscles déchiquet@s aux ciseaux et passés ensuite 4 1'homo-
généiseur Virtis 3 3 4 fois 2 minutes ; apr8@s ce traitement les muscles sont

réduits & des fragments de quelques millim&tres.

b - Purification des bradyzoites

Une premiére centrifugation & 500 8 max pendant 5 minutes &limine
les graisses qui -remontent en surface, elles peuvent entrainer des muscles.
Ces derniers sont récupérés et broyé&s au broyeur Potter par 4 3 5 allers et
retours a4 grande vitesse. Cette fraction est ajout@e au culot de la premiére
centrifugation et 1l'ensemble est incubé dans une solution de trypsine (Difco

1 : 250) 3 0,257 dans le PBS.pendant 10 minutes & 37°C.

En général le tissu estentilrement dissoci& par ce traitement.
La suspension est passée 3 travers trois &paisseurs de gaze chirurgicale. Deux
lavages successifs 4 500g pendant 10 minutes dans le PBS permettent d'obte-
max ‘

nir des bradyzoltes purs.

3 - BRADYZOITES DE Sarcocystis tenella

a — Prélévement des kystes

Les oesophages de moutons sont disséqués et les kystes sont ex-—
traits de la musculature. Ils sont récupérds dans du PBS contenant 50 p/ml

de penicilline et 50 pg/ml de Streptomycine ; les kystes dans ce milieu



peuvent &tre conservés jusqu'd 2 semaines 4 + 4°C sans alté@ration notable.

b - Récupération des zoites

La libération des bradyzoites est réalisée par passage des kystes
3 travers une seringue sans aiguille, la seule ouverture du kyste permet la

libération de tout son contenu.

Les restes de la paroi kystique sont &liminés par passage de cet-

te solution sur 3 Epalsseurs de gaze.

Selon les nécessités expérimentales, les zoites peuvent &8tre sé-
parés du reste du contenu kystique par centrifugations répétées 3 250 8pax PED

dant 5 minutes.

4 - TACHYZOITES DE Toxoplasma gondid

Ils ont &té purifiés par J.F. DUBREMETZ par filtration sur Nu-
cléopore (HANDMAN et al, 1980) en ce qui concerne les Toxoplasmes d'ascite
et par filtration sur fibres de verre (GRIMWOOD et al, 1979) pour les tachy-
zoites développés en cellules Hela. Ces derniers sont purs alors que les zol-
tes issus de 1'aécite sont contaminés par des hématies (1 hématie pour 50 &

200 parasites en général).

B ~ METHODES D'OBSERVATION

1 = MICROSCOPIE PHOTONIQUE

a - Observations

Nos observations en microscopie photonique ont surtout &té orien-
tées vers l'analyse de la dynamique des zoites, notamment leur déplacement sur

un substrat.

Les observations sur le vivant ont &té faites 3 37°C a l'aide d'um
3 ° . . . - - ] -
microscope Leitz (Diavert) muni d'une enceinte thermostatée a 37°C. Pour les

marquages en fluorescence, nous avons utilisé deux types de microscopes dotés
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d'un systéme d'épifluorescence, Reichert Microstar 110 et Leitz orthoplan ;

les enregistrements ont &té réalisés sur film Kodak Ecktachrome 400.

b - Systéme d'enregistrement

Les mouvements du sporozoite d'Eimeria nieschulzi ont &té ana-

lysés et quantifiés 3 partir d'un enregistrement sur cassette vidéo.

La préparation de zoites est placée sous un microscope & contras-—

te de phase Nachet 300 muni d'une enceinte thermostat&e i 37°C.

L'activité des zoites est filmée grice & une caméra Vidéo couleur
(D x C 1800 P) adaptée 3 la sortie du microscope et enregistrée sur magnétos-
cope SONY (U - Matic). L'analyse est réalisée sur l'&cran d'un récepteur mo-

niteur SONY.

2 = MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

a - La cryofracture

Le matériel 3 g&udier par cryofracture estrfixé dans le glutaral-
dehyde 2,57 en tampon cacodylate 0,1 M pH 7,4 ; aprés ringage dans ce méme
tampon les échantillons sont immergés dans le glycérol 307Z. Ils sont conge-
18s ensuite dans l'azote fondant, installé&s sur des supports en or et frac-
turés sous vide (10—6 torr) 4 - 150°C dans un appareil de cryofracture BALZERS
BAF 380.

Les surfaces de fracture sont recouvertes par un ombrage d'envi-
ron 2nm de platine-carbone dirigé sous un angle de 30°. Les repliques sont
consolidées par une couche de carbone de 20 nm, puis ramenées 3 la températu-
re ambiante, nettoyées dans l'hypochlorite de sodium, lavées 3 l'eau distillée

et montées sur grilles en cuivre.

b - Analyse en coupes fines des culots de Centrifugatiom.

Les culots obtenus aprés fractionnement cellulaire sont préfixés
pendant 2 heures 3 une nuit dans une solution de glutaralddhyde 2,57 dans le

tampon cacodylate 0,1 M pH 7,4. Aprd&s un lavage et une post fixation de 2 heures
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-~

au tétroxyde d'osmium a4 17 dans le méme tampon, le culot esfdécollédu fond
du tube, déshydraté par des concentrations croissantes d'é&thanol, avec un
passage dans l'acétate d'uranyle 0,57 dans 1'éthanol 70°. Deux bains dans
1l'oxyde de propyléne pendant 30 minutes chacun préc8dent l'inclusion dans
1'épon.

Les coupes semi-fines sont faites avec un couteau de verre, les

coupes fines avec un couteau de diamant (Dupont de Nemour).

Ces coupes sont r@alisées sur ultramicrotome Reichert OMU2 ou

Porter-Blum MTI.

Les coupes semi-fines sont color&es par le Bleu azur B 3 chaud.
Les coupes fines sont colorées 3 1l'acétate d'uranyle 2% dans 1l'étha-

nol 507 puis au citrate de plomb selon REYNOLDS.

Les observations sont faites sur microscopes &lectroniques Hitachi
HUI1E et Jeol JEM 120 CX.

C — EXPERIMENTATION SUR LE ZOITE

1 ~ INTERACTION AVEC LES LIGANDS

a - Les lectines

Nous avons &tudié 1l'intéraction des sporozoites d'E{meria nieschul-
z{ avec 7 lectines fluorescentes (IBF), dont les noms et les sucres spécifi-

ques sont résumés ci-dessous

Lectine Sucre spécifique
Lens Culinaris Agglutinin (LCA) D mannose et D glucose
Helix Pomatia Agglutinin (HPA) N acetyl D galactosamine
Limulus Polyphemus Agglutinin (LPA) Acide N acetyl neuraminique
Phascolus Vulgaris Agglutinin (PHA) N acetyl galactosamine
Soya Bean Agglutinin (SBA) N acetyl D galactosamine
Ulex Europeus Agglutinin (UEA) L - Fucose
Wheat Germ Agglutinin (WGA) N - acetyl glucosamine

Concanavalia ensiformis Agglutinin (CONA) mannose et dérivés.




of - marquage

Les incubations &taient r@alis@es i 0°C dans ! ml de PBS conte-
nant 50 pg de lectine et 106 sporozoites. Aprés 30 minutes & + 4°C, les spo-
rozoites.sont lavés par deux centrifugations i 500 8max dans le PBS puils

observés.

P ~ Redistribution :

L'étude de la redistribution du marquage est faite en réalisant
. . . e o . -
1l'incubation avec le ligand e% iavages 3 4°C puis en chauffant 3 37°C pen-—

dant 5 minutes avant observation.

b - Les Anticorps

Les anticorps antisporozoites d'Eimerdia nieschulzi ont &té obte-
nus chez le lapin (voir plus loin). Nous avons utilisé d'une part le sé&rum
total et révélé alors par un sérum de mouton anti-Immunoglobulines de lapin
marqué 3 la fluorescfine et d'autre part, les Immunoglobulines purifides et

marquées 3 la fluorescéine(voir plus loin).

2 - EFFETS DE LA TRYPSINE ET DES DROGUES SUR LA MOBILITE DU ZQITE

a - Activation par la trypsine

Les bradyzoites de Sarcocystis tenella sont inactifs méme 3 37°C
aprds leur libération du kyste ; leur activation survient aprés incubation

dans la trypsine.

Nous avons essayé d'une part, l'activation des bradyzoites isolés
et lavés dans le PBS. D'autre part, nous avons ouvert directement des

kystes par seringuage dans la solution de trypsine, puis passage & 37°C.

Les observations ont &t8 réalisées 3 la méme température.

b - Action des drogues

& - inhibiteurs d'enzymes

Lors des essais d'activation enzymatique des zoites, nous avons
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testé l'action des inhibiteurs des prot&ases : le N Tosyl-L-Lysine Chlorome-
~ thyl Ketone HCl (TLCK) spécifique de la trypsine et le Phenyl Methyl Sulfo-
nyl Fluoride (PMSF) de spectre plus large.

Le TLCK est solubilisé directement dans le milieu d'essai, le
PMSF hydrophobe &tait repris dans le dioxane avant d'@tre dilué dans le mi-
lieu & une concentration finale de 2 mM PMSF, 57 Dioxane, Ce dermier n'affec~-

tant pas la viabilité des zoites 3 cette concentrationm.

P - Action de la Cytochalasine

Nous avons par ailleurs testé& l'action de la Cytochalasine B :
celle-ci est solubilisé dans le DMSO, puis diluée dans le milieu d'essai :
le PBS 4 une concentration finale de 20 pg /ml, 17 DMSO, celui-ci n'affec~

tant pas la viabilité des zoltes i cette concentration.

3 — QUANTIFICATION DES MOUVEMENTS

Nous avons réalisé une série d'enregistrements de une & deux mi-
nutes i la méme température 37°C. Un premier enregistrement El aprés
une minute d'introduction de la lame, le deuxigme E2 au bout de 10
minutes 3 37°C.

Les différentes préparations proviennent de la méme suspension de

zoitesa lOS cellules/ml de PBS.

Pour chaque 'enregistrement (El et E2), les distances par-
courues par l'extr@mité postérieure d'une~cinquantaine de zolites pendant 30
secondes sont reproduites sur papier Cellophane collé i la surface du récep-
teur. Les tracés ainsi obtenus, représentant les trajectoires des zoites, sont

-

quantifiés grice 3 un analyseur d'images MOP KONTRON.

Les valeurs obtenues sont analysées grdce & des méthodes statis-—

tiques décrites plus loin (voir résultats).

D -~ TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

I - MARQUAGE RADIOACTIF




a - Iodination des proteines superficielles

& ~ Marquage

Les proteines superficielles des zolites de Sarcocystis fenella,
Eimeria ndeschulzl, Toxoplasma gondii et Sarcocystis muris sont mises en
évidence par rgdioiodination catalysée par la lactopéroxydase selon la techni-
que de MARCHALONIS et al (1971)

5.106 zoites, repris dans 200 pl de-PBS sont incub&s dans le mi-

lieu suivant :

125

Todure de sodium (Na “°I, Amhersham , 50m Ci/ml.) : lmCi/ml

Iodure de potassium [,25 IO—GM.

- Lactopéroxydase (calbiochem, 100 U/mg) 5 pg/ml.

Butylhydroxytolu&ne 20 pg/ml.

Le marquage a lieu 3 0°C pendant 15 minutes. La réaction est ar-
rétée par addition d'azide de sodium 3.10_5M et d'iodure de potassium 1.25

103u.

Les cellules sont ensuite lavées trois fois en PBS par centri-

for

fugation 3 800 Bmax pendant 5 minutes, leur viabilité est controlée au mi-

croscope 3 contraste de phase.

Les t&moins subissent le méme traitement en absence de l'enzy-
me.

Les culots des derniers lavages sont précipit&s par 1l'acide tri-
chloroacétique (TCA) & 107% dans le PBS, puis le précipité est recueilli sur

125

filtre Watman GFl. L'incorporation d'I est mesurée dans un compteur gamma.

Pour l'analyse électrophorétique, le précipité est solubilisé

dans le tampon de reprise des échantillons pendant 3 minutes 3 100°C.

-

P ~ Autoradiographie :

Le gel séché est exposé sur un film Kodak X - AR -5 entre deux
&crans renforgateurs Dupont ; le temps d'exposition varie de 24 heures 3 8

jours a ~70°C.



- 15 =

b - Mise en évidence des résidus galactosyl des glycoprotéines mem-

branaires

- Marquage

Les résidus galactosyl et N'acetyl-galactosamine des glycoprotéines
membranaires sont marqués par le borohydrure tritié en présence de galactose

oxydase, selon le protocole de STECK et al (1974).

Les sporozoites d'Eimeria. nieschulzi (108) sont repris dans un

milieu comprenant :

Phosphate de sodium 20 mM

Chlorure de sodium 60 mM.

Galactose oxydase (extraite de Dactylium dendroides
d'activité 35 U/mg dans du phosphate de potassium
0,IM 3 pH 7) 0,3 Ui.

~ Borohydrure de potassium tritié (KB3HA} 0,1 m Ci

(activité spécifique 36 Ci/m Mole).

Nous avons réalisé deux incubations : une 3 20°C pendant | heure
et 1l'autre i 4°C pendant trois heures. Le milieu d'incubation est ensuite &li-
miné par centrifugation & 800 Bnax pendant 5 minutes, les culots sont remis
en suspension dans le tampon phosphate ~Na@l contenant 0,0017 de KBHA. Ce
bain d'arrét est suivi de deux lavages par centrifugation dans le PBS & 800 8ra:

pendant 5 minutes.

Une fraction est précipitée par le TCA 107 pour comptage de la
radiocactivité incorporée ; le précipité est récupéré sur filtre GF 1 Watman
qui est introduit dans le mélange lipoluma 9 ml, lumasolve | ml, eau distil-
18e 0,2 ml.

-

La radioactivité@ est mesurée dans un compteur 3 scintillation
liquide LKB. - '

Pour l'analyse &lectrophordtique, les &chantillons &taient pré-

parés comme lors de l'iodination.

B - Fluorographie :

Le gel est coloré au bleu de Coomassie, décoloré a l'acide acétique
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puis lavé a4 l'eau distillée, il est ensuite deshydraté par trois bains de
dimethylsulfoxyde (DMSO) de 30 minutes chacun, et incub& pendant trois heu-
res dans un bain de liquide scintillateur:2,5 diphényloxazole (P.P.O) &
207 dans le DMSO.

Le P.P.0O. est ensuite précipité par lavage du gel & 1'eau distil-

l8e, puis le gel est sé&ché.

Pour la révélation des glycoprotéines marquées, le gel est expo—
sé, pendant 15 jours 3 3 mois 3 - 70°C (LASKEY et MILLS 1975) contre un film

Kodak XAR 5 pré@alablement sensibilisé par un flash de lumiére.

2. - ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS

La composition en protéines des fractions est analysée par élec-
trophor&se en gel de polyacrylamide en milieu dissociant selon LAEMMLI (13970).
L'8lectrophorése monodimensionnelle est réalisée grdce & un appareil congu
par J.F. DUBREMETZ la bidimensionnelle est effectue dans un appareil Bieler
pour la premidre dimension et dans un appareil congu par C. DISSOUS pour la

seconde dimension.

a — Electrophorése monodimensionnelle

Le gel de séparation est un gradient continu 10 - 207 de polya-
crylamide contenant 0,1% de dodecyl sulfate de sodium (SDS) dans du tampon
Tris — HC1 375 mM & pH 8,8.

Le gel de concentration est & 5% d'acrylamide dans du Tris - HCL

125 mM a pH 6,8 contenant 0,37 de SDS.

La teneur en protéines de chaque échantillon est pré&alablement

dosée par le réactif BIORAD (Protein Assay).

Les &chantillons sont ajustds en Tris - HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 27,
Glycérol 10%, bleu de bromophénol 0,27.

Les &chantillons et les marqueurs de poids moléculaires (MWM Phar-
macia) subissent simultandment un traitement par la chaleur de 3 minutes &

100°C, avant leur dapdt.
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La migration dure 16 heures 3 6 mA dans le tampon tris 10 mM,

Glycine 96 mM contenant du SDS & IZ.

b - Electrophoré@se Bidimensionnelle

Pour une meilleure résolution des protéines &tudiées par analyse
électrophorétique nous avons fait appel 3 1l'électrophor@se bidimengionnelle

d'aprés la technique de O'FARRELL (1975) modifiée selon GARRELS (1979).

Ainsi dans une premiBre dimension, les proté€ines sont séparées
selon leurs points isoélectriques, la deuxiéme dimension les sépare suivant

leurs poids moléculaires.
- Premiére dimension :

Des tubes de verre de 140 mm de long et de 2,7 mm de diamétre
interne sont fermés dans le bas par un parafilm et remplis d'une solution
de gel contenant 3,8% d'acrylamide, 9,5 M urée, 47 NP4O et 27 d'ampholines
(LKB) dont 1,67 de gamme de pH 5 -7 et 0,47 de gamme de pH 3,5 - 10.

Les protéines lors de leur migration seront arrétées au niveau

de leurs points iso&lectriques respectifs.

Les échantillons sont concentré@s et dialysés au moyen d'un systé&-
me Micro Prodicon, puis lyophilisés. Ils sont solubilisé&s dans la solutiomn de
reprise suivante : 9,5 M urée, 47 NP4O, 57 B mercaptoethanol,3Z SDS et 27 am-—

pholines.

La migration est effectude du c3té basique (NaoH 0,02 M) vers le
coté acide (H3 PO4 0,01M) pendant 16 heures 3 400 volts puis | heure a 800 V
3 28°C.

Les gels sont ensuite équilibrés environ une heure sous agitation

constante dans 20 ml de tampon Tris-HCl 62,5 mM a pH 6,8 contenant 107 (v/v)
de Glycérol, 5% (v/v) de B mercaptoethanol et 2,37 (p/v) de SDS.

3 ~ . - . - - ©
Toutefois, les gels peuvent &tre immédiatement congelés 3 -70° pour
une &lectrophordse ultérieuremais un 8quilibrage est nécessaire avant la se-

conde dimension.
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B - Deuxi&me Dimension

Elle est pratiquée de la méme maniére qu'une &lectrophorése mo-

nodimenéionnelle, en gel de polyacrylamide 157%.

Le boudin de la premidre dimension est maintenu sur le gel de
concentration par l'agarose 3 17 dans le tampon d'équilibrage, la migration
dure 5 heures 2 20 mA.

Afin de déterminer les poids moléculaires des protéines, des mar-

queurs de poids moléculaires (MWM Pharmacia) sont &galement déposés.

c - Coloration des gels

o -~ Coloration au Bleu de Coomassie

Le gel est coloré pendant 2 heures sous agitation dans une solu-
tion de Bleu de Coomassie R & 0,027 dans l'acide acé&tique 77 puis sé&ché par

&vaporation sous vide dans un sécheur de gel Pharmacia.

F ~ Coloration 2 l'argent

La teneur en protéines d'une suspension de ghosts est en général
assez faible, et le dépot en &lectrophordse bidimensionnelle de 1l'ordre de
quelques dizaines de microgrammes. Nous avons donc souvent utilisé une colo—
ration 3 l'argent qui est de 50 3 100 fois plus sensible que le bleu de Coomas-

sie.

Les techniques de coloration 3 l'argent diff@rent par leur pouvoir
de résolution (de 1'ordre d'une centaine de nanogrammed et la quantit& de pro-
duits utilisés. Nous avons utilisé la méthode de MERRIL et al (1981) trés sen-

sible, facile & réaliser et peu onéreuse (OCHS et al 1981).

Le gel est préfixé dans du méthanol 507 - Acide acétique 127 pen-
dant 20 minutes. L'e%cés de SDS est enlevé du gel par 3 lavages de 10 minutes
chacun dans 1'&thanol 207 acide acétique 5%. Apr@s incubation dans le bi-
chromate de Potassium 0,0034M en milieu acide (acide nitrique 0,0032M) pendant
5 minutes sous agitation, le gel est lavé &4 fois 3 l'eau distill&e, puis in-
cubé dans une solution de Nitrate d'argent 0,012M pendant 30 minutes sous lu-

midre fluorescente . Deux ringages rapides dans une solution de carbonate de
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sodium 0,28M, Formaldehyde Commercial 0,5 ml/l précé&dent une troisiZme incu-
" bation dans cette solution, sous &clairement, jusqu'3 obtention de la teinte
désirée. La coloration est arr@tée en remplagant le bain pré&cédent par l'aci-
de acétique 3 17. Ce dernier est éliminé par deux bains d'eau distillée avant

le stockage des gels.

Pour la différenciation, le gel est incubé dans une solution am-
moniacale contenant : 0,377 de chlorure de sodium, 0,0377 de sulfate de cui-

vre et 4,377 de thiosulfate de sodium.

3 - FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

Les zoltes destinés au fractiomnement (Satcocystis muris et El-
merda nieschulzi) sont fraichement préparés comme il a &té décrit auparavant.
Ils sont suspendus ensuite 3 raison de lO8 zoites /ml dans 40 ml de milieu
d'homogénéisation : tampon triethanolamine - HCl1 5 mM pH 7,5, sucrose 250 mM
EDTA 1mM (Te - sucrose) ; la méme solution est utilisée pour les gradients,

en faisant varier la concentration de sucrose.

a) Homogénéisation

La suspension des cellules est passée 3 la French Press, et 1'ho-
mogénéisation est réalisée sous une forte pression (voir plus loin, chap. ré-
sultats). Les pellicules des zoites sont ensuite isol&es par centrifugation
sur gradient discontinu de sucrose dans une ultracentrifugeuse BECKMANN L 65 B.
(Le protocole de 1'homogénéisation  sera détaillé dans le chap. résultats).

La fraction de pellicules collectde est diluée par au moins 4 volumes de Te-
sucrose, lavée par centrifugation, puis fixée ou reprise dans un faible volume
de tampon et congel&e pour analyse 8lectrophorétique.

.

b) ultra sons

Le traitement par les ultrasons de pellicules purifiées a été
réalisé sur un générateur MSE.
La suspension est ensuite lavée par centrifugation puis le culot est fix&

pour analyse ultrastructurale.



c) Essai de sous fractionnement

Une partie des pellicules passées aux ultrasons, est déposée sur
gradient continu de sucrose ; aprés ultracentrifugations, les sous fractions
sont analysées au moyen d'un fractionneur de gradient ISCO mesurant la den-
sité optique 34 280 nm. (voir résultats).

4 - PREPARATION DES ANTICORPS ET DES IMMUNOGLOBULINES :

a ~ Les Anticorps

Les anticorps antisporozoites d'Eimeria nleschulzl ont &té prépa-
r8s chez le lapin par la méthode de VAITUKAITIS et al (1971).
Des lapins regoivent chacun | ml d'une émulsion, & parties égales de PBS et

d'adjuvant de Freund complet, contenant 108 sporoites préalablement congelés

we

50 injections intradermiques sont pratiquées dans la région dorsale dont la
fourrure a &té auparavant ras@e. L'immunisation est contrdlée par immunodif-

fusion en gélose selon OUCHTERLONY.

b - Purification des Immunoglobulines

Les immunoglobulines ont &t&€ purififes 2 partir du sé&rum immun,

selon le protocole suivant :

== = =E = R S =2 &2 3 = x$ =2 S = = =S == =

Cette opération est effectude i 4°C.

Le sérum e;t dilué par un volume de tampon phosphate 10 mM pH 7,2, Na Cl 15mM
(PS). Au volume obtenu on ajoute une solution de sulfate d'ammonium 3,8, pour
avoir une concentration finale de 1,6 M. La précipitation dure 30 minutes ;

et le précipité, rassemblé& par centrifugation a 12.000 g nax pendant 15 minu-
tes, est repris dans un volume de tampon PS, égal au volume du sérum dilué.
Une deuxidme précipitation au sulfate d'ammomium 1,6 M est conduitecomme la
précédente. Le culot est dissous dans dutamponPgle volume de la solution est

égal 3 la moitié de celui du sérum initial.
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v

Cette solution est dialys&e pendant 24 heures contre le tampon PS, puis cen-

trifugée & basse vitesse.

Eeto == =2 = = = = =2 = =, = =

Lesu¥nageént de la dernidre centrifugation est pass& sur une co-
lonne de 1,5 cm de diamétre, contenant 10 cm de carboxymethyl (CM) cellulo-
se recouverts de 10 cm de Diethylaminoethyl (DEAE) cellulose stabilisés dans
du tampon PS. Le pH & la sortie de la colonne est 7,2.

La fraction non retenue est collectée, concentrée contre l'aquacide puis dia-
lysée contre le tampon carbonate -NaCl 0,2M avant d'€tre couplée 3 la fluo-

resceine.

- Marquage_des_IgG_a_la fluorescein

= m Em=EES =28 = =

Les IgG sont incubées pendant 4 heures 3 20°C i 1'obscurité dans
une solution d'isothiocyanate de fluoresceine (3 raison de Img du fluoro-
chrome pour 50 mg de protéines) préparée dans le tampon bicarbonate —~ Carbo-
nate de sodium 50 mM, pH 9,25, NaCl 150 mM |
Cette solution est déposée sur une colonne de Sephadex G 25 (48 cm x lcm)
8quilibrée dans le méme tampon.

A 1la sortie de la colonne, la densité optique est mesurée 3 280 nm i l'aide
d'un spectrophotométre ISCO, et le pfemier pic, correspondant aux IgG fluo-

rescentes est retenu et conservé i 4°C,



CHAPITRE 2

STRUCTURE DE LA PELLICULE
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L'étude de la pellicule des zoites de coccidies a &té poursuivie

par trois approches différentes
- L'analyse ultrastructurale par cryofracture des pellicules in situ

et aprés leur isolement.
- Le marquage des protéines superficielles (Iodination enzymatique et

lectine).
- Le fractionnement cellulaire et l'isolement des pellicules puis leur

analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide - §.D.S.
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] ULTRASTRUCTURE DE LA PELLICULE DES ZOITES DE Sarcocystis murnlis

! - CYTOLOGIE (Pl. I, fig.2 )

Le zoite de Sarcocydlis munis est une cellule allongée en forme de

banane, dont la longueur est d'environ [54 . Il montre une organisation antéro-
postérieure ;

il est délimité par une pellicule-trimembranaire constituée par

une membrane unitaire de structure classique (ROBERTSON 1957) doublée vers
l'intérieur par un complexe bimembranaire.

La partie antérieure du zoite est organisé&e en un complexe apical
constitué :

d'un anneau d'insertion des microtubules sous pelliculaires. Ces
derniers, au nombre d'une vingtaine,

longent la face interne de la pellicu-
le selon l'axe du zoite

- d'un conoide (en forme de tronc de cdne) formé de fibres spi-
ralées et surmonté de deux anneaux apicaux.

- Des rhoptries, organites en forme de massue.

- Des organites en forme de navettes, Les micronémes qui peu-
vent 8tre répartis dans toute la moitié antérieure de la cellule.

— D'autres organites de forme sphériquejles granules denses,
sont Egalement présents.

Le cytopkasme renferme les organites cytoplasmiques classiques avec

noyau dans la moitié postérieure du corps, appareil de Golgi et mitochondries
ainsi que reticulum endoplasmique.

2 - CRYOFRACTURE

La cryofracture a apporté des informations complémentaires 2 celles
obtenues par cytologie ultrastructurale , en particulier en ce qui ccncerne la

configuration spatiale et l'organisation interne des membranes.
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Terminologie :

— — — —

Lors de la fracture, la membrane est clivée au niveau de la zone
interne hydrophobe, s&parant ainsi deux faces : l'une adjacente au cytoplas-
me et qui est appelée face P et sa complémentaire ou face E, d'aprds la no-
menclature de BRANTON et al (1975).

Comme nous l'avons signalé&, la pellicule du zoite est trimembranai-
re. Trois plans de fracture préférentiels peuvent donc résulter de la cryo-
fracture. Au niveau de la réplique, les faces seront désignées selon la ter-
minologie de DUBREMETZ et TORPIER (1978) par les lettres P et E affectées des
indices e, m et i respectivement pour les faces protoplasmique et externme du

plasmalemme, de la membrane moyenne et de la membrane interme.

L'analyse des répliques de bradyzoites de Sarcocystis mwils enkys—
tés montre que comme chez les autres Sporozoaires, trois plans de fracture

sont rencontréds dans la pellicule.

a - Le plasmalemme

La distribution des particules intramembranaires (P.I.M.) est ho-
mogd&ne au niveau des faces P et E du plasmalemme. Les particules ne présen~
tent pas d'orientation préférentielle ; elles semblent plus abondantes dans

la face P que dans la face E (planche I fig. 1).

La facerontre par endroits des alignements de P.I.M. (ne dé&passant
pas une dizaine de particules) orientés selon 1'axe du parasite ou dans le
sens transversal. Dans certains cas, ces alignements coincident avec les su-

tures du complexe interne sous jacent (pl.IL fig. 2).

Une rosette apicale de 6 3 8 particules est présente dams la face

P e 3 1'extrémité antérieure du zoite (pl. T fig.4 ).

P

b = Le complexe interne

Le complexe interne apparait formé par un agencement de plaques al-
¥

longées en rangées hélicoidales entourant le zoite. Ces plaques sont délimitées
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par des lignes de sutures.

Les P.I.M. dans les faces E sont moins abondantes que dans les faces
E du plasmalemme. Au niveau des faces P, les particules sont organisées en ali-
gnements paralléles orientés selon 1l'axe antéropostérieur du zoite (Pl. II

fig. 1 ). Ces alignements se poursuivent d'une plaque 3 une autre.

Une vue détaillée de ces faces montre une organisation supplémentai-
re. Parmi les alignements, on trouve deux lignes plus riches en particules :
occupant le méme emplacement au niveau de chaque plaque : ces deux alignements
(pl.1rfig. 3) sont situds en moyenne i 6 rangées de particules du bord de la

plaque et s&parés entre eux par 9 rangées de particules.

Nous n'avons obtenu qu'une image (pl.II, Fig.5 ) de la région anté-
rieure : elle suggére l'existence d'une cape apicale et d'alignements parti-
culiers comparables & ceux décrits chez Sarcocystis tenefla, Toxoplasma gondil
(PORCHET et TORPIER, 1977) et Eimernia nieschulzi (DUBREMETZ et TORPIER 1978).

I1 ANALYSE BIOCHIMIQUE DE LA SURFACE DES ZOITES DE COCCIDIES

A - IODINATION SUPERFICIELLE

1 - Edmerda nieschulzi

L'iodination superficielle du sporozoite d'Eimeria nieschulzi met
en &vidence une protéine majeure i 17 kilodaltons (kd); des bandes mineures
apparaissent également 2 87, 28, 24 kd et une quatrimed un poids moleculaire

inférieur & 14 kd (pl. II fig.B).

2 = Sanrcocystis muris

Chez Sarcocystis muris, 1'autoradiogramme montre une bande majeure
i l4 kd ; une autre plus faible apparait & 28 kd (pl.III fig.A ).
Cet autoradiogramme sera comparé avec 1'électrophorbgramme des pellicules

isolées (pl. IV, .Fig.B ).
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3 ~ Sancocystis tenella

L'expérimentation entreprise sur 1l'effet activateur de la trypsine
(voir chap. II) sur les bradyzoites de Satcocystis tenellfa, nous a conduit 3

réaliser 1'iodination :

.~ de bradyzoites trypsinés

- de bradyzoites non trypsinés. Certains de ces derniers ont

8té ensuite trypsinds.

L'autoradiographie montre les résultats suivants (pl.III fig, E et F) :
chez le zoite non trypsinéd, deux protéines sont iodées : une 3 30 et 1l'autre
3 87 kd. Aprds trypsination, on retrouve les mémes bandes avec apparition d'une

nouvelle § 17 kd.

Chez les zoites trypsinés aprés iodination, deux bandes sont mises

en évidence 3 30 et 17 kd.

Dans le but d'un marquage plus superficiel des protéines membra-
naires, nous avons essayé 1'iodination des bradyzoites avec des billes hy-
drophiles de plusieurs microns de diam@tre (enzymobead Bio Rad) sur lesquelles
sont fixées glucose oxydase et lactopéroxydase.

Ce traitement s'est avéré 1l8tal pour les zoites ; l'autoradiogramme montre
dans ce cas le marquage de deux protéines supplémentaires d 20000 et 22000 en
plus des prot&ines marquées avec la lactop@roxydase libre. Ces deux protéines

correspondent 3 celles des microndmes, ce qui suggére un marquage des protéines

internes du zoite.

4 ~ Toxoplasma gondii

Nous avons utilisé, pour la radioiodination superficielle, des ta-
chyzoites isolés i partir d'ascite et des tachyzoites purifiés a partir de

cellules en culture.

.

a - Tachyzoites issus d'ascite (selon HANDMAN et al 1981)

L'autoradiographie révéle chez ces tachyzoItes des bandes 5-67; 44,

31, 27, 22 et 14 kd (pl.IIX,fig.G)

'
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b - Tachyzoites issus de cellules en culture (selon GRIMWOOD et al 1980)

Trois bandes apparaissent sur l'autoradiogramme (pl.III,fig. H) &
44, 31 et 22 kd.

B ~ MISE EN EVIDENCE DES RESIDUS GALACTOSYLS
CHEZ LE SPOROZOITE D'Edmernia nieschulzi : MARQUAGE PAR LA
LECTINE HPA.

Parmi toutes les lectines fluorescentes (voir matériels et méthodes)
utilises pour le marquage superficiel du sporozoite d'Eimeria nieschulzi, seu-
le la HPA (Helix pomatia agglutinin) a marqué ces derniers : les sporozoites
sont fortement agglutin&s, la fluorescence est accentude au centre de 1'agregat ,
mais le marquage est moins intense chez les zoites libres (pl.IX, fig.1).

La fluorescence et l'agglutination sont inhibées par la galactosamine a 200 mM

dans le milieu d'interaction.

Un essai de marquage superficiel des r&sidus galactosyls a &té réali-
sé par oxydation 3 la galactose oxydase et réduction au borohydrure tritié.
Il n'a pas donné de résultat concluant alors que des Gregaina gauwhami et des
globules rouges de souris traités simultanément présentaient un marquage abon-

dant des glycoprotéines superficielles.

111 ISOLEMENT ET ANALYSE DES PELLICULES

- . . /s
L'analyse des composants membanaires des zoites de Coccidies a neces=
sité l'isolement de leurs pellicules par fractionnement cellulaire.
La quantité importante de parasites requise par cette technique a limité no-

tre &tude i deux Coccidies : Sarcocystis muwris et Edmeria nieschulzd.
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A - Sancocystis munls

I = MISE AU POINT DE LfISOLEMENT DE LA PELLICULE

. Nous avons dans un premier temps utilisé le protocole de fractionne-
ment cellulaire déji &tabli pour Sarocycstis Zenelfa (DUBREMETZ 1980), ol la
pression d'homogénéisation & la French Press est de SOkg/cmz. La fraction de
pellicules recueillie & la suite de ce traitement montre des ghosts dont cer-
tains présentent encore des structures apicales (conoidg,anneaux apicaux). Les

microtubules sous pelliculaires sont également conservés.

En plus de ces structures lides aux ghosts, d'autres organites cyto-
plasmiques viennent contaminer la fraction de pellicules notamment les granu-

les denses et les mitochondries (pl.I , fig.2 et 3).

En vue d'am8liorer cette technique et d'obtenir une fraction puri-
fiée de pellicules, nous avons modifié les conditions d'homogénéisation, &ta-
pe primordiale du fractionnement cellulaire. Ainsi sous une pression de 115 kg/cm
presque toutes les cellules sont compl&tement vidées ; les organites cellulai-
res peuvent &tre altdréds, mais les pellicules sont pré&servées bien que plus

fragmentées et donc moins susceptibles de pieger des organites (pl.IV, fig. 1).

Le protocole d'isolement de la pellicule est résumé dans le schéma
ci-joint :

. Les cellules rest8es intactes aprd&s 1l'homogénéisation ou mal vidées,
sont &liminées par une premidre centrifugation a 500 8nax pendant 5 minutes.
Les pellicules des zoites sont ensuite isolées par centrifugation sur gradient
discontinu de sucrose comme suit : 1l'homogénat est centrifugé & 18000 8 ax PET”
dant 10 minutes, le culot est resuspendu dams la solution d'homogénéisation
puis la suspension est ajustée i 1,6 M par du sucrose 2,2 M. Des portions de
10 ml sont déposées dans des tubes de 38 ml puis recouvertes successivement
par : 12 ml de sucrose 1,4M;s12 ml de sucrose ! M et 4ml de solution d'homogé-
néisation (0,25 m) ; les tubes sont centrifugés a 113000 g pendant 1 heure

en rotor SW 27.

L'interface 0,25 - | M contenant les ghosts est collectée avec une
pipette, diluée par au moins 4 volumes de Te - sucrose, et centrifugée 3
18000 8 ax pendant 20 minutes. Le culot est ensuite fixé ou repris dans un

faible volume de tampon, et congelé pour analyse électrophorétique.
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2 - ANALYSE ULTRASTRUCTURALE.

a - Coupes minces

L'observation au microscope Electronique de la fraction pellicules
montre qu'elle est composée essentiellement de fragments de pellicule dont la
structure trimembranaire est conservée (pl.IV, fig.2et3)Le complexe membranai-
re interne est soit continu, soit formé de petites vé@sicules tapissant le plas-
malemme. Quelques sections transversales montrent des microtubules sous pelli-

culaires qui persistent contre certaines pellicules.

b = Cryofracture

— s’ — — —— — —

La face P du plasmalemme présente un aspect bosselé et une désor-
ganisation des P.I.M. (pl.V , fig. 1). Ces dernidres ne sont plus réparties
régulidrement sur cette face comme chez le zoite intact , mais tendent 4 se
grouper en amas . Les petits alignements de particules déja

observés ne sont plus repérables.

-

La face E présente une organisation comparable 3 celle de la face P

avec des zones d'agregation des P.I.M.

— . — o — — . — — - — —— — — —

Les membranes du complexe interne sont les plus altérées par le frac-
tionnement cellulaire. En effet, alors que chez le zoite entier les faces Pm
et Pi montrent une organisation parfaite des P.I.M. en lignes parélléles et dou-
bles alignements, dans les“ghosts"fracturés les P.I.M. des faces P sont répar-
ties sans orientation apparente (pl.V , fig.3 ). Leur distribution est hétéro-
géne, certaines zones montrent une grande densité de P.I.M. alors que d'autres

en sont dépourvues .

Les surfaces de fracture &tant assez réduites, nous n'avons pu suivre
les limites des plaques du complexe interne. Toutefols dans certaines fractioms

de membrane ol la face Pi et la face E sont restées adhérentes, les lignes
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de sutures sont préservées, mais l'organisation des P.I.M. reste altérée au

niveau de la face Pi (Fig.3 ).

3 - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DE LA FRACTION DES PELLICULES

a - Electrophorése monodimensionnelle

Nous avons dans un premier temps analysé la fraction de pellicules
par électrophor@se monodimensionnelle. Elle a &té comparée au profil de la
fraction granules denses abtenue par DUBREMETZ (1981) et avec les zoi-

tes entiers.

L'analyse é&lectrophorétique montre que la fraction des pellicules renfe!
une proté&ine majeure de poids moléculaire 3] kd, proche de celle présente dams

les granules denses. Trois autres bandes moins importantes apparaissent & 84,85 et
42 kd (pl.1v, fig.B ).

En comparant le profil des pellicules 3 celui des zoltes entiers, on
remarque un léger décalage entre la protéine majeure des 'ghosts" et celle des

granules denses (pl.IV, Fig. A et C).

Cette premidre analyse électrophorétique laissait supposer une con-—
tamination des pellicules isoldes par les granules denses malgré leur absen-
ce en ultrastructure. Une deuxi®me analyse par électrophorése bidimensionnel-

le s'imposait donc pour lever cette ambiguité.

b - Electrophor8se bidimensionnelle

La coloration au bleu de coomassie du gel de 1'é&lectrophorése bidi-
mensionnelle des pellicules de Satcocystis muris met en vidence une protdi-
ne majeure dont le point isoélectrique (pHi) est aux enviroms de 5 & 5.5
(pl.vI, fig.l ), alors que la tache majeure des zoites entiers, qui correspond

aux granules denses, est voisine de 7 (pl.VI, fig.2 ).
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La coloration des gels 3 1l'argent, de résolution plus fine, permet
" de révéler dans les ghosts, en plus de la protéine majeure, plusieurs spots
dont les pHi sont compris entre 5 et 7 et les poids moléculaires entre 60 kd
et 14 kd.

- ESSAL DE SOUS-FRACTIONNEMENT

Des expériences préliminaires ont été tentées en vue d'essayer de sé-
parer le plasmalemme du complexe membranaire interne & partir des pellicules

isoclées.

La fraction des pellicules purifiées a &té traitée par les ultrasons
pendant 2 minutes. Une aliquote est analysée en ultrastructure, le reste de

la fraction est déposé sur un gradient continu de sucrose.

a - Analyse ultrastructurale

A la suite du traitement par les ultrasons, la fraction de pellicules
apparait formée essentiellement de vésicules de tailles variables. Ces vési-
cules sont formées de membranes unitaires (pl.VII,fig.l ). Deux types de vé-
sicules peuvent &tre distingués selon l'épaisseur et le contraste de leur mem-—
brane : l'un 3 la membrane &paisse rappelle le plasmalemme (pl.VII,fig.2 ),

tandisque 1'autre 3 la membrane mince et peu contrastée &voque le complexe

membranaire interne (pl. VII, fig. 2).

b - Centrifugation sur gradient continu de sucrose

La centrifugation sur gradient discontinu de sucrose de 1'homogénat
de zoTtes a permi d'isoler une fraction pure de "ghosts" au niveau de 1'in-
terface 1M - 0,25 M. En s'appuyant sur cette domnée nous avons utilis&, pour
tenter d'isoler des sous fractions de pellicules, un gradient continu de su-
crose 0,5 M = 1,5 M. Aprds centrifugation & 200 000 8rax pendant | heure dans
des tubes de S W 40, le profil densitométrique a permis de mettre en &viden~

ce 2 pics d'absorbance maximum (voir profil) correspondant au passage de deux
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niveaux distincts. Ces deux pics pourraient représenter deux sous fractioms
~de pellicules.
La quantité insuffisante de matériel a limité jusque 13 notre re-

cherche. Nous n'avons pu analyser séparémment les sous fractions en ultras-

. . . leur .. . - -
tructure ni établir composition proté&ique par électrophorése.

B - Eimernia nieschulzi

Le protocole &tabli pour le fractionnement cellulaire et l'isolement
de la pellicule de Sarcocysiis murnis a &té appliqué au fractionnement des spo-
rozoites d'Edmeria nieschulzli.

1 - ANALYSE ULTRASTRUCTURALE

Les coupes fines des pellicules isol@es montrent qu'elles sont cons-—
tituées essentiellement des ''ghosts" ayant conservé leur structure trimembra-
naire. Le complexe interne parfois plus vésiculisé reste adhérant au plasmalem-—
me (pl. VIII,fig.let2).Ces "ghosts" peuvent emprisonner des vésicules de pe-
tite taille limit@es par une membrane unitaire ; la possibilité d'une conta-

mination par des membranes cytoplasmiques ne peut &tre exclue.

Les microtubules sous-pelliculaires persistent in situ. Quelques

"ohosts!| imparfaitement vidés,emprisonnent des organites (rhoptries,

micronémes).

2 -~ ANALYSE ELECTROPHORETIQUE

Le profil électrophorétique montre une protéine majeure
a4 24kd.D'autres bandes moins importantes apparaissent 3 44,58,68,

84 kd.
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IV Discussion

1 ~ PROTEINES SUPERFICIELLES

ia radioiodination enzymatique, catalysée par la lactoperoxy—~
dase permet de fixer 1l'iode radiocactif sur les ré&sidus tyro§ine des chafl-
nes polypeptidiques@nMARCHALONIS 1971). Chez tous les zoites &tudiés, un
nombre génédralement trds faible de prot@ines superficielles majeures iodi-
nables a été& mis en &vidence. Ceci signifie en fait qu'il existe peu de
résidus tyrosyl accessibles 3 la surface des zoites, et ne préjuge pas de

l'existence de protéines superficielles pauvres en cet acide aminé.

Deux catégories de zoites ont &t@ examinés : d'une part ceux
pour qui l'exposition aux enzymes intestinaux est obligatoire pour pour-
suivre le cycle (Eimesia et Sarcocystis) et d'autre part ceux qui ne sont
pas exposés aux enzymes i cette phase de leur cycle (Toxoplasma). Chez les
premiers, aprds exposition 3 la trypsine, on note l'existence d'une protéi-
ne majeure de faible poids moléculaire. Nous ne pouvons toutefois pas pré-
ciser si ces molécules présentent une parenté entre elles ou si leur seul

caractdre commun est d'avoir un faible poids molé&culaire.

Aucun autre résultat n'est disponible dans la littérature pour
le comparer aux ndtres. DUBREMETZ (1981) a montré par l'iodination de Sat-
cocystis tenella, le marquage de deux protéines supplémentaires a 20 000 et
22 000. Ayant repris ses conditions de marquage, nous avons obtenu le méme
résultat, avec une altération notable des zoites ; il semble donc que les
deux bandes correspondent au contenu des micronémes (DUBREMETZ et DISSOUS,
1980) . :

-

Une différence notoire est mise en évidence entre les tachy-
zoites de Toxoplasma gondii issus d'ascite et ceux isolds & partir des cel-

lules en culture. Le nombre de protéines iodinables est plus important dans
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le premier cas. Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par HANDMAN
et al (1980) sur des zoites d'ascite. Nous pouvons attribuer une telle dif-
férence 3 une contamination des parasites par des composants d'ascite :
adsorption des protéines séfiques, présentes dans le milieu, 3 la surface
du zoite, hypothése également envisagée par HANDMAN et al. D'apr&s nos ré-
sultats, les zoites de Toxoplasma présenteraient donc 3 leur surface 3 pro-

téines majeures iodinables de 44,31 et 22 kd.

Les zoites de PLasmodium ne sont pas expos@s aux enzymes diges-—
tifs, et un nombre restreint de protéines majeures iodinablés est détecté
chez les sporozoites : 2 protéines (110 et 53 kd) chez Plasmodium berghel
(VERMEULEN et al 1982).

La faible quantité de protéines superficielles ne semble pas &tre en rapport

avec l'exposition des zoites aux enzymes de l1'hGte

Nous avons montré l'action de la trypsine sur les proté&ines su-
perficielles du bradyzoite de Sarcocystis Zenella. Cet enzyme fait apparai-
tre une prot&ine i 17 kd et d'autres polypeptides de faible poids moléculai-
re, qui n'existaient pas avant trypsination. Nous verroms plus loin que la
trypsine joue un rdle dans l'activation du bradyzoite. Nous pouvons donc sup-
poser que chez les sporozoites d'Eimeria nieschulzi avant excystation ou les
cystozoites de Sarcocystis muwris intrakystiques, les profils d'iodination

pourraient présenter des différences avec ceux que nous avons obtenus.

Le sporozoite d'Eimeria nieschulzi montre une trés faible affi-
nité aux lectines et un marquage insignifiant par le borohydrure tritig.

Les résultats témoignent d'une grande pauvreté en résidus glucidiques su-

: . .soit a des'slycoproteine
perficiels, qui peuvent appartenir soit & des glycolipides, Chez les autres

coccidiomorphes, la méme observation a &té faite pour Toxoplasma gondLL
(HANDMAN et al 1980, MAURAS et al 1980) et Plasmodium gallinacewn (TURNER
et GREGSON 1982). A 1l'inverse, la quantité de sucres de surface est impor-
tante chez les Gregarines. Ainsi PHILIPPE et al (1979) ont montré que ga-
lactose, mannose, glucose, glucosamine et galactosamine sont présents a la

surface de Gregarina blaberae. Cette importance de sucres chez les Grégarines
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est attribude i leur revétement membranaire bien développé qui aurait un

rdle protecteur chez ces parasites,(SCHREVEL 1972)

2 ~ ARCHITECTURE DE LA PELLICULE

La cryofracture d'une part, la purification des "ghosts" d'autre
part renseignent sur l'organisation des différents composants de la pelli-

cule et les relations entre ceux-ci.

a - Cryofracture

L'architecture de lénpellicule du zoite de Sarcocystis muris ne
différe pas dans son organisation générale de celle des autres zoites de Coc—
cidies d&ji décrits : Sarcocystis tenella et Toxoplasma gondiL (PORCHET et
TORPIER 1977), Eilmeria nieschulzi (DUBREMETZ et TORPIER 1978) et Aggregata
ebe/thi (PORCHET et al 1982).

Nous n'avons pas quantifié les différences &ventuelles tenant soit a la den-
sité des P I M soit au nombre de plaques ou d'alignements de P I M du comple-~
xe membranaire interne} Ce dernier &tant constitué de P I M de taille homo-
géne, organisées selon des rangées longitudinales. Les petits alignements de
particules de la face Pe, dont certaines repliques montrent la correspondan-
ce avec les lignes de suture des plaques, seraient un argument en faveur d'une

éventuelle liaison entre le plasmalemme et le complexe interne.

b - Pellicules isolées

-~ Pureté

Lors du fractionnement cellulaire, nous avons soumi les deux pa-
rasites : Sarcocystis murds et Eimerdia nieschulzd{ 3 la méme pression d'ho-

mogénéisation et au méme protocole de purification.
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L'anaine des‘pelliéulés isolées montre que ces deux parasites se compor-—
tent différemment : alors qu'avec Sarcocysiis muris nous avons isolé une
fraction de pellicules propres ; Eimeria nieschulzl produit des''ghosts'dans
lesquels subsistent encore des organites cytoplasmiques. Par comparaison
avec ces deux parasites, Sarcocystis Lenella semble plus facile 2 homogénéi-
ser puisqu'une pression de 50 kg/cm2 permet d'isoler des pellicules relati-
vement propres (DUBREMETZ 1981). La taille des parasites ne semble pas &tre
le facteur déterminant dans cette résistance, car Sarcocystis muis et S.
fenella sont de tailles comparables. Toutefois, nous avons homogénéisé le
culot de la premiére centrifugation au Potter, alors que 1fhomogénéiseur
Dounce a &té utilisé pour Sarcocystis tenella, ce qui peut &galement in-

troduire une différence dans les résultats.

L'analyse des r&pliques en cryofracture confirme en partie la
propreté des pellicules : elle ldve le doute sur une &ventuelle contamina-
tion par les enveloppes nucléaires: nous n'avons pas trouvé de pores nuclé-
aires dans les membranes observées. Nous ne pouvons par contre pas exclure

1l'existence d'autres membranes plasmiques.

- Structure

_La structure trimembranaire de la pellicule est conservée aprés
isolement de celle-ci. Les deux membranes : plasmalemme et complexe inter-—
ne restent solidaires, il s'agit donc d'un systéme cohérent. PHILIPPE et al
(1979) par leur &tude sur Grerarnina bfaberae remarquent que les "ghosts™

sont également constitués par la juxtaposition de trois membranes.

Cependant certaines désorganisations sont 4 noter dans les pel-

licules isolés :

- Le plasmalemme conserve sa structure en feuillet membranaire mais les P I M

y sont désorganisées.
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- Le complexe interne résiste peu aux forces d'homogénéisation et se résout
en vésicules de petites tailles. L'aspect bourgeonnant de certaines faces
Pe et Em, observé en cryofracture, est en rapport avec la vésiculisation
des membranes du complexe interne. Ce dernier est donc moins stable, son
organisation spatiale dépend de 1'intégrité de l'organisme. Ceci suggdre
1l'existence d'interactions étroites entre le complexe interne et les for-

mations qui l'encadrent : plasmalemme et microtubules sous pelliculaires.

PORCHET (1977) et DUBREMETZ (1978) ont montré que les doubles
alignements de P I M au niveau des faces Pm et Pi correspon&ent en nombre
et en disposition aux microtubules sous pelliculaires. Une altération due
3 1'homogénéisation conduit & la désorganisation des P I M au niveau des
membranes du complexe interne et pourrait traduire la destabilisation d'un
systéme basé sur l'intéraction membrane-microtubules. Ce type d'intéraction
existe également dans les flagelles (BLOODGOOD 1977) et les cils (DENTLER
et al 1980).

- Composition
Chez Sarcocystis munis, les 'ghosts" contiennent une protéine
majeure qui au premier abord semble &tre celle des granules denses, mais
que l'analyse ultrastructurale et l'électrophorése bidimensionnelle ont
permi d'attribuer aux pellicules. Cette protéine n'est pas marquée par

1'iode, deux &ventualité@s peuvent donc Etre posées :

- il s'agit d'une protéine externe ne présentant pas de résidus tyrosyl

accessibles en surface.

- C'est une protéine profonde localisde dans le plasmalemme, entre le com-

plexe- interne et le plasmalemme ou dans le complexe interne.
Un sous fractionnement des "ghosts" avec analyse biochimique des sous frac-
tions s'avdre nécessaire afin de pouvoir localiser cette protéine.

Le méme probldme se pose pour la protéine majeure détectée dans les

"ohosts" d'Edmeria nieschulzd.
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" Nous avons progressé dans cette voie en montrant que les ultra sons trans—
formaient la suspension de "ghosts" en une suspension de deux types de vé-
sicules différenciées par l'épaisseur et le contraste de leurs membranes,
qui pourraient ainsi provenir l'un du plasmalemme et 1l'autre du complexe

interne. Il reste & obtenir la séparation des deux types de véEsicules et

3 les analyser pour identifier leurs composants respectifs.

Il est clairement &tabli que les membranes piasmiques de la plus—
part des cellules contiennent de nombreuses protéines (KEPES A. 1978).
Chez les sporozoaires, le composition chimique des pellicules préparées a
partir de cellules entilres, est moins connue. Les &tudes sont limit&es aux-
grégarines chez qui un nombre important de protéines a &té mis en &vidence
dans les "ghosts" (PHILIPPE et al 1979, 1982). Les investigations dans ce
domaine ont &t& par contre réalisées chez d'autres protozoaires parasites
tels les trypanosomes chez qui les &tudes des protéines membranaires par
marquage superficiel ont d&celé le faible nombre de protéines superficielles
(ROVIS et al 1978 ; ARAUJO et REMINGTON 1981 ; NOGUEIRA 1981). La technique
d'isolement des pellicules a par contre montré la .michesse de ces fractions
en protéines (DASILVEIRA et al 13979 ; ROVIS et BAEKKESKOV 1980).

Les profils &lectrophorétiques de certaines membranes spéciali-
sées, présentent une ou un faible nombre de protéines majeures. Chez ces
membrane, la protéine majeure joué un rble foncticnnel prédominant. C'est
le cas des membranes isolées de la rétine tr&s riches en rhodopsine (BOWNDS
et al 1971), des gap jonctions (HERTZBER et al 1982), des récepteurs d'ace-
tylcholing au niveau des synapses(NAKAJIMA et BRIDGMAN 1981). Dans ces cas
on a souvent pu rapporter le polypeptide majeur 3 une classe particulidre
de particules intramembranaires en cryofracture : ainsi la rhodopsine

dans les cellules photoréceptrices (SJUSTRAND et KREMAN 1978)

Dans le méme ordre d'idées, il semble concevable de rapprocher
la protéine majeure des "ghosts" de 1'&lément le plus abondamment représenté
dans la pellicule, c'est 3 dire 1'unité répétitive des alignements du com-
plexe membranaire interne. La méme hypoth&se peut &tre envisagde

pour la protéine majeure d'E&dimeria. ‘
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En plus de cette protéine majeure, une bande moins importante
apparait vers 43 kd. Cette protéine ayant une mobilité &lectrophorétique
semblable 3 celle de 1'actine (42 kd) pourrait en &tre rapprochée. PORCHET
(communication personnelle) a décelé la présence d'actine chez des Toxo-
plasmes d'ascite. La localisation de cette prot@ine dans les zoites n'est
toutefois pas connue et sa présence dans les ''ghosts' reste 2 &tablir.

Nos résultats ne permettent pas d'affirmer sa présence dans les pellicules

de Sanrcocystis muris.



-CHAPITRE 3

DYNAMIQUE SUPERFICIELLE, INTERACTION AVEC LIGANDS
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L'étude de la mobilité latérale des composants de la membrane cellu-
laire a été entreprise par 1'analyse de la redistribution de ligands intéra-

gissant avec la surface des zoites.

' Des travaux antérieurs, DUBREMETZ et FERREIRA (1978) et RUSSELL
et SINDEN.(1981), réalisés respectivement chez Eimeria nieschulzi et Eilmeria
Zenella et E. acervulina ont &té poursuivis par marquage & la ferritine ca-
tionisée.
Dans le but d'étendre cette &tude i d'autres sites membranaires, nous
avons analysé, chez le sporozoite d'Eimeria nieschulzi 1'action de deux ligands

une lectine, la H P A, et des anticorps antisporozoites.

I LA LECTINE /

L'incubation des zoites dans une solution de lectine fluorescente &
4°C pendant 30 minutes conduit 3 un marquage uniforme de la surface. La plu-
part des zoites sont groupés en agrégats (dont le centre est plus marqué que
la périphérie) (pl.IX, fig.l ). Le méme résultat est obtenu si 1l'incubation
a lieu aprés fixation des sﬁorozoites dans le glutaraldehyde ou le formol res—~
pectivement & 2,57 et 1% dans le P.B.S.
ou si le marquage est réalisé en présence de cytochalasine B 2 20 ug/ml.

Quand 1l'incubation est réalisée 3 la température du laboratoire pen-
dant 20 minutes ou 5 minutes 3 37°C, le marquage des zoites est limité & un
point fluorescent 3 1' extrémité postérieure du zoite. Dans les agrégats, le
marquage est limit@ au centre de ces derniers. Le méme phénoméne se produit
quand on réchauffe les sporozoites marquds 3 4°C par une incubation de 5 mi-
nutes 3 37°C (pl.IX, fig. 2).

Aprés une incubation prolongée (une heure environ) dans les condi-
tions physiologiques (37°C) la plupart des zoites sont &teints, ayant abandon-

né leur marquage dans le milieu.

.
.
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[l LES ANTICORPS

1 ~ OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE

Nous avons utilisé@ pour le marquage des sporozoites différentes di-
lutions de sérum de lapin immun. Les anticorps antisporozoites sont marqués
directement 3 1'isothiocyanate de fluorescéine ou révélés par des anticorps

anti-immunoglobulines de lapin fluorescents.

Quelle que soit la concentration en anticorps utilisée et le mode
de marquage (direct ou indirect), l'incubation des sporozoites dans une solution
d'anticorps conduit i un marquage uniforme de la surface, suivi par une redis-
tribution du ligand en une cape postérieure ; mals une fraction du marquage

reste uniformément ré&partie sur le corps du zoite.

La liaison avec les anticorps ralentit considérablement le mouvement
des sporozoites qui abandonnent sur la lame de verre des trainées fluorescen-

tes (pl.IX, fig.4 ).

L'incubation des zoites dans une solution d'immunoglobulinesG de la-
pin fluorescentes, préparées i partir du sérum antisporozoite, .montre que ces
dernidres ont un effet comparable 3 celui des anticorps. Le sérum de lapin non

immun est par contre sans effet sur la mobilité des sporozoites.

2 - CRYOFRACTURE

L'8tude du sporozoite d'Eimernia nieschulzi par cryofracture a &té
déja réalisée par DUBREMETZ et TORPIER (1978). Nous avons repris cette techni-
que pour vérifier l'action é&ventuelle des anticorps sur l'architecture de la

pellicule de ce parasite.

Dans les conditions de redistribution du ligand contrGlée en microsco-
pie photonique, la cryofracture ne rév@le aucun changement quant i la distri-

bution des P.I.M.
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Il DISCUSSION

Par nos expériences avec les lectines et les anticorps, nous
avons mis en &vidence, en plus des sites anioniques déji décrits (DUBREMETZ
et FERREIRA 1978), d'autres sites membranaires chez le sporozoite d'Eimeria
nieschulzi.

Deux catégories de récepteurs sont 3 différencier damns le plan
de la pellicule du zoite : d'une part des récepteurs mobiles, comme ceux
de la lectine (H P A), de la ferritine cationisée et de certains anticorps,
dont la répartition peut &tre modifife dans certaines conditions ; d'autre
part des récepteurs incapables de réarrangement et conduisant & un marquage
uniforme de la surface. Le sérum immum ré&vé@le en particulier ces deux types

de récepteurs.

1 - SITES REDISTRIBUES SOUS ACTION DE LIGAND

a - Capping avec différents ligands

Le sporozoite d'Eimenria nieschulzi est capable de rassembler 2
son extrémité postérieure, dans les conditions physiologiques, un marquage
uniforme de surface réalisé avec un ligand. Ce dernier est d'abord unifor-
mément réparti sur la surface cellulaire ; ceci est suivi d'une distribu-
tion en petits amas disposés uniformément sur toute la surface (patching)

puis redistribution du marquage vers un péle de la cellule (capping).

-

L'existence de sites mobiles 3 la surface cellulaire a &té dé~
montrée chez différents types de cellules par l'utilisation de différents
ligands (anticorps, lectines et ferritine). Il a &té ainsi observé chez
les leucocytes polynucléaires (ALBERTINI et al 1977), les érythrocytes hu-
mains (FOWLER et BRANTON 1977), les fibroblastes normaux et transformés
(NICOLSON 1976) , les cellules en cultures (BOURGUIGNON et SINGER 1977
MONSIGNY et OBRENOVITCH 1979).
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Chez .les protozoaires, des observations similaires ont &t& réalisées chez

les amibes (KING et PRESTON 1977), les flagellés (BARRY 1979), les cili8s

(WATANABE et al 1981), les grégarines (KING 1981), Les Coccidies (DZBENSKI
et ZIELINSKA 1976, RUSSELL et SINDEN 1981) et les Hémosporidies (TAKAHASHI
et al 1980, VANDERBERG 1974).

Le réarrangement est généralement induit par des ligands mul-
tivalents, essentiellement des lectines, des anticorps et la ferritine ca-
tionisée. Ces ligands permettent le pontage entre les récepteurs membranai-
rescaﬁes ligands monovalents n'induisent généralement pas le capping (DEPETRIS

et RAFF 1973),

b - Modalités du capping.

Chez le sporozoite d'Eimeria nieschulzdl, la redistribution du

‘ ligand se fait dans le sens antéro-postérieur de la cellule, avec forma-
tion de la cape au niveau du pdle postérieur.

Une telle polarisation a également &té décrite chez d'autres cellules

c'est le cas chez les sporozoaires de type Edmeria (RUSSELL et SINDEN 1981,
DUBREMETZ et FERREIRA 1978), Toxoplasma (DZBENSKI et al 1976) et PLasmodium
chez lequel la cape a été décrite comme une réaction du parasite au mar-
quage (circumsporozoite pr&cipitate =C S P - réaction) (VANDERBERG 1974).
Une cape localisée dans les 2/3 postérieurs de la cellule a &tE observée
chez 1l'amibe Naegleria (KING et PRESTON 1977). Chez les lymphocytes, la
cape.est dans la partie renfermant le centrosome : pdle postérieur (DEPETRIS
et RAFF 1973). La redistribution du ligand se poursuit jusqu'a la partie
terminale du flagelle du Chlamydomonas (TIPPING) (GOODENOUGH et JURIVICH
1978) .

Pour d'autres protozoaires, le capping se fait plutdt vers le pdle anté-

rieur du parasite, c'est le cas de Lelshmania donovani (DWYER 1976).

La diffusion du ligand au niveau de la surface cellulaire est remarquable~

ment rapide. Nous avons montré que 5 minutes 3 37°C &taient suffisantes
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pour que tous.les sporozoites aient redistribué le ligand. Le phénoméne

est en fait plus rapide ; car chez ce méhe parasite, la redistribution

de la ferritine cationisée survient apré&s une seconde d'incubation i 37°C
(DUBREMETZ 1981). En effet RUSSELL et SINDEN (1981), analysant la dynami-~
que superficielle chez les sporozoites d'Eimesia tenella et Eimernia acer-
vulina remarquent que le marquage se déplace 3 la surface du parasite i la
méme vitesse que le déplacement de celui-ci sur le substrat ; ce qui corres-
pond approximativement 3 une durée de 2 secondes pour la formation de la ca-

pe.

Chez les cellules des animaux supérieurs, les '"cappings" les plus rapides
sont ceux obtenus avec la Con A ; ils durent cependant plus d'une minute
pour des cellules d'environ 20 amde diamdtre (KOPPEL et al 1981) ces carac-
téristiques sont sans commune mesure avec cellesde la formation de la cape
chez les zoltes ; ceci conduit 3 penser 3 l'intervention de mécanismes dif-

férents dans les deux types de capping.

¢ — Inhibiteurs du capping

Certains facteurs tels les basses températures et la cytochala-
sine B inhibent la redistribution du ligand ; ils n'influent cependant en
rien sur la liaison de celui-ci avec le récepteur ni sur le "patching".

Ces deux processus sont indépendants de la température et de l'effet des

drogues.

La cytochalasine B est un inhibiteur des fonctions liées aux microfilaments
d'actine dans les cellules non musculaires (BRAY 1979) . Elle semble dé-
polymériser l'actine in vitro (BRENNER et KORN 1979) et capable de suppri-
mer les interactions entre filaments d'actine et autres composants du cy—
tosquelette (SCHLIWA 1979). Cette drogue présente dans le milieu inhibe com-
plétement la formation de capes, avec la lectine (H P A) et les anticorps,
chez le sporozoite d'Eimeria nieschulzi, et également avec la ferritine ca-
tionisée chez ce méme parasite (DUBREMETZ et FERREIRA 1978). Son action est
réversible, car on voit son effet inhibiteur disparaitre aprés lavage des
zoites dans le tampon approprié.RUSSELL et SINDEN obtiennent les mémes ré-
sultats chez Edmeria tenella et E. acervulina.
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L'effet inhibiteur de la cytochalasine B et des basses tempé-
ratures a été également observé dans de nombreux cas. Cependant la sensi-
bilité aux différents inhibiteurs varie selon les types cellulaires et les
ligands qui leur sont associ&s. Chez les macrophages alvéolaires, la cyto-~
chalasine B renforce le capping de la Con A (WILLIAMS et al 1977). Alors
qu' & des faibles concentrations, elle inhibe le capping de la Con A chez
les lymphocytes ; utilisée 3 des doses &levées, elle n'inhibe que partiel-
lement le "capping" des Ig (SCHREINERet UNANUE 1976). Toutefois ces auteurs
montrent que la redistribution de la Con A n'a lieu qu'en p&ésence de la
colchicine, destabilisateur des microtubules. Alors que cette drogue est
sans effet sur la redistribution des ligands chez Edimeria (RUSSELL et SIN-
DEN 1981), chez les amibes la colchicine: renforce l'effet inhibiteur de
la cytochalasine B sur la redistribution des lectines et anticorps (AUST-
KETTIS et SUNDQVIST 1978).

Ces observations suggdrent une participation du cytosquelette
dans le phénoméne du capping, tout en soulignant une grande variabilité
dans les modalités d'induction ou d'inhibition et donc probablement dans

les mécanismes (WEATHERBEE 1981).

I1 n'est pas possible de lier directement l'effet de la cytochalasine B
sur le "capping" par un effet sur l'actine car la cytochalasine B a éga-
lement d'autres effets, en particulier sur les transports membranaires

(POLLARD et WEIHING 1974 in WEATHERBEE).

d - Dynamique superficielle et cytosquelette

La possibilité de 1l'existence d'une liaison entre les récep-
teurs membranaires et le cytosquelette a &té rapportée par de nombreux

auteurs 3 la suite d'observations réalisées chez différentes cellules.

L'utilisation de 1'immunofluorescence et des ligands et anticorps spé-
cifiques des protéines du cytosquelette, a montré que les composants de
la membrane sont redistribués .en relation avec les &léments du cytosque-

lette.
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Ainsi les observations ont &té faites pour la tubuline (GABBIANI et al
1977), l'actine (SUNDQVIST et EHRNST 1967 ; TOH et HARD 1977 ; BOURGUIGNON
et SINGER 1977 ; GABBIANI et al 1977 ; OLIVER et al 1977)ét1a myosing
(BOURGUIGNON et SINGER 1977 ; BRAUN et al 1978). L'étude ultrastructurale

a confirmé les premi8res observations de la microscopie optique.

C'est en étudiant le "capping" de la Con A chez Dictyostelium que CONDEELIS
(1979) a montré 1'association de filaments gpais et d'autres fins au niveau
de la cape. Le rdle direct des microfilaments dans la dynamique superficiel-
le est Egalement mis en &vidence par l'action de la cytochalasine B. L'ac-
tion activatrice de la Colchicine sur ce mécanisme exclut le rdle direct

des microtubules (ALBERTINI et CLARK 1975) ; toutefois certains auteurs

leur attribuent un réle indirect impliquant une action sur l'organisation

des microfilaments (WEATHERBEE 1981).

e — MEcanismes possibles

Dans le cas général, deux types de mod8les sont proposés pour
expliquer le "capping" : le mod&le de EDELMA%t(%%73) supposant l'ancrage
des récepteurs sur des molécules du cytosquelette, ce dernier &tant res-
ponsable du réarrangement ; l'autre moddle proposé par BRETSHER (1976) et
affiné par HEWITT (1979) puis OLIVER et BERLIN (1982) supposant un flux
continu dans la membrane qui entraine les molécules superficielles dans
certaines conditions, le rdle du cytosquelette &tant atténué dans le phé-
noméne. Aucun de ces modéles n'a encore apporté d'explication satisfaisan-—

te pour le "capping” ligand induit.

Dans le cas des sporozoites, nous ne pouvons concevoir d'interaction di-
recté qu'avec le complexe membranaire interne, sous~jacent au plasmalem-—
me. La microscopie &lectronique ne met en &vidence aucun type de filaments
1i8s 3 la pellicule’ et par conséquent aucune accumulation dans la zome du
“"capping". D'autre part, un flux membranaire orienté est difficile & visua-

liser.

Nous ne pouvons, 3 la lumidre de nos résultats, exclure l'ume ou l'autre de
ces hypothéses en précisant que si une interaction avec les molécules sous-
jacentes intervient, le ph&nomdne diffdre sensiblement de celui des autres

cellules (Lymphocytes, fibroblastes, macrophages).
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"2 - SITES NON REDISTRIBUES '

Le marquage des sporozoites d'Eimesria avec les anticorps con-
duit 3 la redistribution d'une partie du marquage, alors qu'une fraction
reste uniformément répartie sur le corps du zoite. Quatre possibilités peu-
vent &tre prises en considération afin d'expliquer la non redistribution

de ces sites :
- 11 s'agit de récepteurs non doués de mouvement latéral donc immobiles.

~ Ces récepteurs sont mobiles mais non redistribuables, et diffusent 1i-

brement au niveau de la membrane.

Dans ce cas, l'étude du phénoméne par extinction de fluorescence et analy-
se de la diffusion latérale, (Photobleaching, SCHLESINGER et al 1976) pour—

rait confirmer ou infirmer cette hypothése.

~ Il s'agit de r8cepteurs mobiles mais immobilisés par 1'interaction avec

le ligand.

- Enfin 1'immobilité de ces sites pourrait 2tre due a4 la saturation des ca-
pacitds de la cellule 3 redistribuer un ligand, si celui-ci est trop abon-

dant.

3 - P.1.M. ET RECEPTEURS MEMBRANATRES

L'interaction de la surface des zoites d'Eimernia avec les an-
ticorps n'altére pas l'organisation intramembranaire telle qu'elle est vi-

sualisée par la cryofracture.

Ces résultats sont en accord avec ceux de DUBREMETZ (1980) sur l'action de
la ferritine cationisée chez ce méme parasite. YAHAE& ?1980)ontrapporté les
wmémes résultats en &tudiant 1'interaction des ligands sur les lymphocytes.
Cependant AIKAWA et al (1979) annoncent une désorganisation des P.I.M. au
niveau de la face P du plasmalemme, chez trois espéces de PLasmodium sous
1'effet d'anticorps. Mais dans les cas cités, le complément a modifié& pro-
fondément les membranes, et la désorganisation des P.I.M. pourralt en &tre

la conséquence,
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Ainsi, les récepteurs redistribu@s avec les ligands ne sont

pas identifiables auxP.I.M visualisées en cryofracture.

4 —~ ELIMINATION DU LIGAND

Dans les conditions physiologiques, les sporozoites d'Edmeria
nieschulzl, arrivent & abandonner dans le milieu leur marquage superficiel

(shedding) redistribué en une cape postérieure.

Cette propriété semble &tre générale quelque soit le ligand,

lectine ou anticorps 3 quelques variantes prés.

Avec la lectine, le marquage est libéré sous forme de cape ; alors que ce-
lui des anticorps est 1ib&ré sous forme de trainées qui restent plus ou
moins attachées & la partie postdrieure du zoite. La "Circumsporozoite ré-
action" décrite chez Plasmodium (VANDERBERG 1974) est une illustration de

cette forme delghedding?

Cette réaction de libération du ligand a &té& décrite chez dif-
férentes cellules sous des formes varides : des capes, comme chez Naegleria
ghubel (KING et PRESTON 1977) ; ou des vésicules membranaires chez des cel-
lules en culture, qui sont libérées 3 la suite d'interaction avec ligand
(DOETSHMAN 1980) ou naturellement dans la culture cellulaire (PETERSON et
RUBIN 1969).

11 apparaft donc que le "shedding" est un moyen pour le parasi-
te de se débarrasser du ligand, BOURGUIGNON et BOURGUIGNON (1981) et DOETSH-
MAN (1980) ont montré que les protéines membranaires sont concentrées au ni-
veau de la cape chez les lymphocytes. Deux &ventualités peuvent donc étre
envisagées : les récepteurs membranaires sont lib&rés avec le ligand ; ou
seul le ligand est éliminé dans le milieu par la rupture de la liaison-ré-
cepteur.

Nous ne pouvons conclure quant & l'une ou l'autre de ces deux
hypoth&ses ; seule une analyse du matériel libéré pourrait apporter une ré-

ponse 3 cette question.



CHAPITRE 4

MOBILITE DES ZOITES
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L'étude de la mobilité des zoites a &ét& poursuivie par deux approches
différentes . Nous avons, d'une part, analysé et quantifié les mouvements
des parasites placés dans des conditions physiologiques. D'autre part, nous
avons &tudié l'action de la trypsine, de certaines drogues et d'inhibiteurs

d'enzymes sur 1'activité des zoItes.

1 - ANALYSE DES MOUVEMENTS

a - Déplacement sur un substrat solide

L'analyse de 1'activité des zoites sur une lame de verre a montré
que ces derniers sont capables de différents types de mouvements qui n'assu-

rent pas tous le déplacement du parasite.

~ Le glissement

Seul ce mode d'activité conduit 3 la translation du zoite. Il est
pratiqué de manidre unidirectiomnelle ; la partie antérieure de la cellule,

plus effilée, est toujours orientde vers l'avant.

Deux types de glissement ont &té observés chez les zoites : le

glissement rectiligne et le glissement hélicoidal.

+ le glissement rectiligne :

Ce mouvement est le plus fréquent chez les zoites observés. Il
a &té particulidrement &tudié chez le sporozoite d'Eimesria nleschulzi.
Lors du déplacement, la cellule maintient son contact avec le substrat,
auquel elle semble adhérer par une génératrice du corps entier, dont la
forme courbde est conservée. La trajectoire décrite est dans le prolonge-
ment de la courbure, ainsi les enregistrements montrent des trajectoires

en cercles ou en courbes.
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Jté giiésement est entrecoupé par des phases de repos de durée va-
riable. Une séquence de déplacement dure 10 3 40 secondes enviromn, durant
lesquelles la vitesse du mouvement peut varier. Des changements dans la di-
rection peuvent &galement avoir lieu au cours de l'activité : le zoite re-
dresse sa partie ant@rieure, seule 1'extrémité postérieurebrescant adhéren—
te au substrat, puis retombe ; et le déplacément se poursuit dans une autre
direction. Le changement de direction peut &tre. Egalement réalisé par chan-

gement de courbure du corps.

+ Le glissement hé&licoldal :

Durant ce mouvement, la partie ant@rieure du corps ne semble pas
toucher le substraty seuls les 2/3 posterieurs entrent successivement en
contact avec celui-ci, selon une génératrice hé&licoidale. Le zoite se d&-
place 32 la manidre d'une hé&lice. Une s&quence de déplacement se termine par-—
fois par un brusque redressement du corps, la partie postérieure restant at-

tachée au substrat.
Ce mouvement a &té moins observé chez Sarcocysiis munis et Eimeria

nieschulzi. I1 est par contre bien mis en évidence chez le bradyzoite de
Sancocystis tenella.

- La rotation du corps

De temps 3 autre, le zoite se redresse en position verticale ;
1l'extrémité postérieure adhérant au substrat, il pivote, la partie anté-
rieure décrivant des cercles. Le corps peut &tre tendu ou se courber sur
lui-méme. Ce mouvement est répétd plusieurs fois, jusqu'a 10 tours par mi-

nute. Cette position se termine souvent par le glissement.

- La flexion

Durant les phases de repos, le zoite peut excercer un autre type
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de mouvement sans déplacement du corps. Il raméne progressivement la par-
tie postérieure du corps vers l'avant, puis se détend pour reprendre sa

position initiale.
Tous les mouvements cités ci-dessus mettent en jeu l'interaction

du zoiIte avec un substrat solide ; nous avons essayé d'analyser son com-

portement quand le substrat est fluide.

b - Déplacement sur un substrat fluide

- goutte pendante

-

Les zoites observés en goutte pendante, entre lame 3 concavité
et lamelle, se rassemblent par gravité au bas de la goutte & l'interface

air-liquide.

L'analyse des mouvements des parasites, dans de telles conditions,
montre qu'ils sont capables de glissement ; les vitesses paraissent forte-
ment ralenties. Mais nous n'avons vu aucun zoite en rotation sur 1'extré-

mité postérieure.

~ huile fluorinert

Une goutte d'huile fluorocarbonée (Fluorinert, Fc, 48, ISCO) de
densitd 1.93 mg/ml, tapisse 1le fond du trou d'une boite (NUNC). Cette
goutte est recouverte par 50 ul d'une suspension de sporozoites d'Eimeria

nieschulzi., .

Les sporozoites sédimentent au niveau de 1'interface huile-tam-
pon. L'observation au microscope 3 37°C montre que les déplacements des zol-

tes sont identiques 3 ceux observés sur la lame de verre.
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2 =~ QUANTIFICATION DES DEPLACEMENTS

Nous avons réalisé deux séries d'enregistrements : un premier El’

aprés une minute d'introduction de la lame dans l'enceinte du microscope

(temps de stabilisation de la température) ; le deuxiéme enregistrement E2 est

effectué 10 minutes aprés l'introduction de la lame.

Une séquence d'enregistrement dure 1 & 2 minutes.

Pour chaque enregistrement El et EZ’ nous avons mesuré les distances par—
courues par une cinquantaine de sporozoites pendant 30 secondes. Les spo-

rozoites sont pris au hasard, dans les fractions de suspension.

a - Calcul des moyennes

Les moyennes des déplacements des zoites sont calculées pour
E1 et E,. (Les zoites immobiles ne sont pas pris en considération).
mE = 32,23 am/30s - 4,92 um/30s.
'm E, = 13,85 ym/30s = 3,27 pm/30s

I+

I+

La vitesse du mouvement est estimée 3 15 um/s.

Afin de pouvoir conclure quant 3 la différence des déplacements en fonction

du temps d'incubation, nous avons fait appel Z des méthodes statistiques.

b - Comparaison des moyennes (test t)

Le graphique de la distribution des valeurs individuelles est
préalablement &tabli. Ce graphique montre (fig. a) qu'il s'agit d'une dis-
tribution rectangulaire ; dans de telles conditions, les moyennes des é&-
chantillons tendent vers une distribution normale (KENDALL et STUART 1963).

Ceci nous permet d'appliquer le test de comparaison des moyennes de STU—_
DENT. ‘
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"D'aprés ce test la différence entre les deux moyennes (mEl et'mEz) est de
6,22, elle est significative 2 1°/oo (il y aurait moins d‘'une chance sur
mille pour que cette différence soit due au hasard) ; le seuil de signifi-
cation i 1°/oo &tant 3,3. Ce test nous conduit 3 conclure que le temps d'in-
cubation & 37°C, auquel sont soumis les zoites est le seul facteur respon-

sable de cette variation.

3 -~ ACTIVATION PAR LA TRYPSINE

Certains zoites de coccidies sont spontanément actifs dé&s qu'ils
sont placés 3 la temp@rature physiologique de leur hdte. C'est le cas par

exemple du sporozoite d'Elmerdia nieschulzi.

Dans le cas de Sarcocystis fenella, 1'activité des bradyzoites
n'intervient qu'aprd@s leur incubation dans une solution de trypsine. Ce—
pendant, des bradyzoites isolés, lavés dans le tampon puis trypsinés ne

montrent qu'une faible activité.

Aussi nous avons réalisé différents essais d'activation, schématisés sur

la feuille ci~jointe et avons obtenu les r&sultats suivants : Les zoltes
issus de kystes é&clat@s directement dans la solution d'enzyme sont mobiles.
Ceux qui sont lavés par centrifugation dans le P B S puis trypsinés ne mon-
trent qu'une faible activité ; ils deviennent par contre plus mobiles

quand on ajoute a4 la solution de trypsine le contenu kystique.

Il apparait donc, aprds ces différentes observations, que le con-
tenu kystique, dont la composition n'a pas encore &té déterminé, est in-
dispensable 4 1l'activation des zoites en plus de la trypsine.

L'activation des parasites est maintenue aprés lavage de la so-

lution et leur reprise dans le P.B.S.
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4- ACTION DES INHIBITEURS

a — Inhibiteurs d'enzymes

Comme nous l'avons signalé plus haut, le sporozoite d'Eimeria
nieschulzi et le bradyzoite de Sarcocystis muris sont spontanément actifs
dans les conditions physiologiques. Toutefois, la méthode de purification
de Sa&cocg%tié‘muﬂié laissait supposer une éventuelle action de la tryp;
sine, utilisée lors des broyages des tissus de 1'hdte. Afin de lever cette
ambiguit&, nous avons réalisé des incubations de bradyzoites de Sarcocys-
8 munis issus de kystes directement &clatés dans les solutions d'inhi-
biteurs de protéases. Ainsi des inhibiteurs spécifiques : TLC K et T P C K,

et d'autres 3 spectre plus large :zymophren et P M S F, ont &té utilisés.

Aprés une incubation de 15 minutes 3 37°C, des observations réa-

lisées 3 la méme tempdrature montrent une activité normale des zoites.

b - Cytochalasine 3

L'incubation des sporozoites d'Eimeria nieschulzi dans une solu-
tion de cytochalasineB 2 20 pg/ml. en P B S, entraine 1'immobilisation

des zoites 3 37°C.

Les mouvements de glissement et de rotation sont complétement
inhibés mais la flexion du corps est maintenue malgré l'effet de la dro-

gue.

L'élimination de la cytochalasinef du milieu d'incubation par

lavage, permet aux zolItes de reprendre leur activité normale.



CHAPITRE 5

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION
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En dépit de son importante fonction biologique, la mobilité cel-
lulaire a 8té trés peu étudide chez les Coccidies. Les résultats rapportés
selimitent3d 1'&numération et 3 une description sommaire des différents mou-

vements des zoites.

GUIMARAES et MEYER (1942, in DORAN 1973) ont été les premiers &
montrer 1'existence de stades extracellulaires mobiles chez. Toxoplasma.
Les mouvements décrits sont des oscillations, des ondulations et des tor-
sions. Chez Edimernia, les différents types de mouvements ont &té identifiés
successivement. Les premiers annoncé&s sont le glissement et la flexion
(FAYER et HAMMOND 1967), puis la rotation (SPEER et al 197!) et le glisse-
ment hélicoidal (ROBERT et al 1971).La rotation a &té& décrite sur l'extrémité
postérieure ( DORAN et VETTERLING,-1967a ) ou antérieure du zoite ( SAMPSON et
al 1971). Les mémes types de mouvements : glissement, flexion et rotation

ont &té observés chez Sarcocysitis (FAYER 1970).

Seuls VANDERBERG (1974) chez PLasmodium et surtout RUSSELL et
SINDEN (1981) chez Edimernia acervulina et E. tenella ont décrit et analysé
la motilité chez ces parasites.

Aussi nos résultats seront—-ils essentiellement comparés 3 ceux
obtenus par ces derniers auteurs. Nous verrons qu'un rapport &troit semble
exister entre dynamique superficielle et certains aspects de la motilité&

aux )
Coccidienne. Puis nous élargirons notre analyse mouvements cellulaires en

P

général afin d'essayer de comprendre si ces Sporozoaires ont développé un

mécanisme unique ou si celui-ci peut-&tre rattaché d un processus générale-

ment répandu.

| - MOBILITE CELLULAIRE CHEZ LES COCCIDIES

a - Les différents types de mouvement




56 -

RUSSELL et SINDEN (1981) ont décrit 3 types de mouvements chez
les sporozoites d'Eimernia acervulina et E. fenella : glissement hélicoi-
da}lflexion et rotation. VANDERBERG (1974) parle d'un autre type de mou-
vement : glissement linéaire dans le prolongement du corps chez le sporo-
zoite de PLasmodi{um. Nous avons observé ces 4 types de mouvements chez les
zoites de Sarcocystis munis, S. tenella et Eimerdia nieschulzd.
Toutefois, la fréquence d'obtention des glissements : hé&licoidal et liné&-
aire varie d'un zoite 3 l'autre ; le glissement h&licoidal est plus fré-
quent chez Sarcocystis tenella alors que Edmernia nieschulzi utilise plu-

tot le glissement linéaire.

Parmi tous les mouvements rencontrés chez ces parasites, seuls
les glissements (hélicoidal et linéaire) conduisent 3 la translation du

corps. Ce sont donc ceux qui ont retenu plus particulidrement notre attention.

b - Caractéristiques des mouvements

o - Le substrat

Comme RUSSELL et SINDEN, nous avons counstaté que les mouvements
des zoItes nécessitent l'interaction de ces derniers avec un substrat,
sauf peut-8tre en ce qui concerne la flexion. Mais alors que ces auteurs
ne s'étaient placés que dans le cas d'un substrat solide, nous avons &ten-—
du les observations et montr& que tous les types d'interface &taient utili-
sables 3 des degrés divers par les zoites. Nous n'avons pas noté de diffé-
rence sensible entre l'interface liquide - solide et liquide - liquide. Des
observations similaires ont été rapportées par KING (1981) sur le glisse-
ment des Grégarines.Par contre, la rotation sur l'extrémité postérieure n'a
pas &té observée surol'interface air-liquide, ce qui suggére une diffédrence
entre ce type de mouvement et les glissements alors que l'on interprétait
jusque 13 la rotation comme un dérivé du glissement hé&licoidal (RUSSELL et

SINDEN 1981).

L'observation de glissement sur des surfaces fluides suggére la

possibilité d'un rdle de la tension superficielle dans ce mouvement.

e
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ﬁ - Modalités du glissement

La différence essentielle entre les glissements hé&licoidal et li-
néaire semble résider dans la forme du zoite et a pour conséquence une dif-
férence dans la zone de contact entre la cellule et le substrat. Dans le
glissement hélicoidal décrit par RUSSELL et SINDEN, le zoite a une forme
torsadée et le contact avec le support n'intéresse qu'une zone trés limitée
qui se déplace le long d'une génératrice hélicoidale du zoite. Dans le glis-—
sement linéaire, que nous avons observé en plus et qui correspond a'celui
décrit pour Plasmodium, le contact semble intéresser toute la longueur du
zoite selon une génératrice lindaire. Comme le corps cellulaire est courbe,
la génératrice l'est &galement et le zoite décrit des cercles. Mais 13 aussi,
le contact peut &tre limité &galement 3 une zone restreinte qui parcourt la
génératrice lindaire. Ainsi |, le méme mécanisme pourrait intervenir dans
les deux cas,.car il suffirait que le zoite soit capable de passer d'une
configuration torsadée 3 une configuration linéaire pour pouvoir présenter
les deux types de glissement . Nous verrons plus loin que la morphologie

des zoltes favorise une telle interprétatiom.

ol - Vitesse de déplacement

Notre estimation de la vitesse de glissement, qui mesure la vites-
se effective des cellules lors des phases d'activité, est du méme ordre de
grandeur que celle &valuée par RUSSELL et SINDEN (1981) pour Eilmeria acer-
vulina et E. tenella (2 3 8 pm/s) ou celle des Grégarines (4 & 8 um/s)

(KING 1981).

Les valeurs concernant le trajet parcouru par unité de temps, qui
int&grent les phases de déplacement et d'arrét et mesurent l'activité glo-
bale des zoItes, sont supérieures & celles obtenues par RUSSELL et SINDEN
(27,pm/ mn contre 13 um / mn). Mais ces auteurs ne précisent pas si leurs
résultats concernent l'ensemble des zoites ou seulement ceux qui sont mo—-
biles, alors que nous n'avons, pour permettre l'analyse statistique, tenu

compte que des zolItes actifs.
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Nous avons constatd une baisse de l'activité des zoltes quand crolt le
q

temps d'incubation & 37°C, &galement mise en &vidence chez Elmerdia acervu-

Lina et E. tenella et attribuée i 1'épuisement progressif des réserves &ner-
gétiques des zoites.

.S — Inhibiteurs de la motilité

Nous avons confirmé l'action inhibitrice reversible de la cyto-
chalasine B

sur la motilité& mise en &vidence par JENSEN et EDGAR (1976)
puls RUSSELL et SINDEN (1981).

La flexion est insensible & la cytochalasine B ;

, ceci permet de
la distinguer des autres types de mouvements des zolites et suggdre une dif-

d'autre part flexionm.

férence dans les mécanismes ré&gissant d'une part rotation et glissement et

Nous avons montré que les anticorps pouvaient également inhiber
le glissement des sporozoites d'Eimerdia, comme l'avait déjd signalé VAN~
DERBERG (1974) chez le sporozoite de PLasmodium.

.
.

Les deux types d'inhibiteurs semblent &tre distinguds par leurs
sites d'action : la cytochalasine B devrait intervenir sur le mécanisme gé-

nérateur du glissement alors que les anticorps devraient intéresser son
expression superficielle.

2 - RELATION ENTRE "CAPPING", GLISSEMENT ET INVASION DE LA
CELLULE HOTE.

DUBREMETZ et FERREIRA (1978), utilisant la ferritine cationisée,
ont montré que seuls les zoites mobiles &taient capables de 'capping".

RUSSELL et SINDEN (1981) ont montré, avec le méme ligand, que '"capping”

et glissement &taient simultanés et se déroulaient & la méme vitesse, le
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bord de la cape en formation restant immobile par rapport au substrat. Nous
avons montrd que la redistribution des ligands n'a pas lieu dans les condi~
tions d'immobilité des zolites : basse température et cytochalasine B. Enfin
1'inhibition de la motilité des zolItes par les anticorps colIncide avec la
non redistribution d'une partie du ligand.

Ces points communs partagés par ces deux activités suggérent une parent@ en—
tre-elles; RUSSELL et SINDEN sont allés jusqu'3 assimiler le glissement au

"capping' de ligands 1iés i une surface.

L'invasion de la cellule héte peut &tre également rapprochée de
ces deux phénoménes. L'existence d'une jonction annulaire mobile entre la
cellule hdte et la membrane du parasite lors de l'invasion (AIKAWA et al
1978) semble &galement pouvoir étre rapportée 3 un phénoméne de capping ,

, R et SINDEN
1'interaction intervenant alors entre les membranes (RUSSELL 1982l

La communauté du mécanisme 3 l'origine de ces diverses activités
peut difficilement &tre mise en doute. Toutes ces activités mettent en jeu
un mécanisme capable de mouvoir d'avant en arridre des sites superficiels

de la pellicule interagissant avec des &léments du milieu envircnnant.

Ce qui peut distinguer les différentes activité&s ré&side dans
1l'interaction zoite - milieu. Dans le capping, toute la surface est mise
en jeu simultanément ; alors que dans le glissement, c'est une zone res—
treinte et au plus une génératrice longitudinale qui intervient. Dans 1'in-
vasion, l'interaction semble restreinte I un anneau (AIKAWA 1978 ; MICHEL
et al 1980 ; PORCHET 1982) bien que certains 1l'étendent & 1l'ensemble
de la surface (RUSSELLsous pressel982).

Des cas d'"interaction ponctuelle ont &té observés : DUBREMETZ
(1981) décrit 1l'interaction du sporozoite d'Elmeria avec une hématie sous
la forme d'un point de contact qui se déplace le long du corps.
Des observations comparables ont &té réalisdes sur le trophozoite de Gréga-

rine interagissant avec des billes de Sepharose - concanavaline A.
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Une question se pose alors : c'est de savoir si le zoite est capable de
ne mouvoir qu'une partie de sa surface ou si le déplacement de 1'&lément
figuré, de la jonction annulaire ou de l'interaction avec le substrat n'est

que la traduction d'une activité interessant simultanément toute la surface.

Comme le capping et le glissement sont deux mouvements simultanés,
il faut se demander si le capping des ligands n'est qu'une conséquence du
glissement qui serait assuré par une onde parcourant le zoite d'avant en ar-—
riére. Cependant, il est difficile de concevoir que tous les sites superfi-
ciels soient rassemblés 3 l'extr@mité postérieure chaque fois que le zoite
progresse d'une longueur cellulaire. Bien que les mcuvements soient intermit-
tents, il arrive que le zoite parcoure plusieurs longueurs cellulaires en

continu.

Ainsi, nous pouvons concevoir que lors des glissement , "capping"
et invasion le zoite ne déplace que les sites.membranaires perturbés par
1'interaction avec le milieu , et que ces activités superficielles puissent
émaner d'un mécanisme interne commun qui déplacerait en surface des sites

de natures diverses,

3 - LE GLISSEMENT CHEZ LES AUTRES ORGANISMES

Parmi les &tres unicellulaires et les cellules isolées des pluri-
cellulaires, deux catégories de mouvements peuvent &tre distingués : mouve-
ment de type bactdrien sans déformation cellulaire durant le glissement, et

mouvement de type amoeboide avec déformation cellulaire.

Le mouvement amoeboide, caractéristique des Rhizopodes, et duquel
se rapproche le mouvement des fibroblastes, repose sur une adhérence des cel-
lules sur un substrat rigide. La cellule 8met des expansions (filiformes
dans le cas du fibroblastg/ABERCROMBIE et al 1971, pseudopodes chez les ami-
bes,PRESTON et KING 1978) qui entrent en contact avec le support, abandon-
nant sur celui-ci des résidus correspondant aux zones de contact (PRESTON
et KING 1978). Ce type de mouvement semble avoir peu de rapports avec. la
motilité des zoltes qui glissent sans contraction ni déformation du corps

cellulaire.
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Le glissement de type bactérien est caractéristique des proca-
ryotes et concerne certaines bactéries, certains mycoplasmes, et les cya-
nophycées (HALFEN 1979 , TO et MARGULIS 1978, BURCHARD 1981). Il semble

exister &galement chez les diatomées et les desmidiales,

I1 s'agit d'une translocationde la cellule sans déformation le
long de surfaces rigides, mais également d'interfaces air-fluide. Ce mou-
vement est intermittent, se terminant parfois par la rotation sur l'extré-
mité postérieure (BURCHARD 1981). Ces descriptions ressemblent &tonnamment
3 celles du glissement Coccidien. Cependant, cela ne suffit pas 2 identi-

fier les mécanismes impliqués.

Chez les bactédries, le mécanisme de glissement n'est pas identi-
fié ; quatre hypothé@ses ont &té proposées : forces osmotiques, forces de
tension superficielle, secrétion de mucus, vagues de contraction. Une au-
tre caractéristique du mouvement bactérien, est la secrétion de mucus ;
rien de tel n'a été décrit chez les Coccidies, tandis que cela a &té autre-
foisconsidérécomme générateur du mouvement des Grégarines (SCHEWIAKOFF 1894 in
VIVIER 1968). : T

Le glissement de Chlamydomonas par l'intermédiaire de son flagel-
le (BLOODGOOD 1977, 1979) et les observationms sur l'interaction du flagelle
avec des microbilles, rappellent &troitement les observations réalisées sur
les Coccidieg. Cependant, le fait que le glissement des microbilles puisse
s'opérer dans les deux directions et son insensibilité & la cytochalasine B

limitent la portée de la comparaison entre les deux phénoménes.

Nous en conclurons que si des rapprochements sont 3 faire avec
d'autres &tres vivants pour essayer de ré&soudre le probléme du glissement
les
Coccidien, Procaryotes glisseurs semblent &tre les organismes avec lesquels

les zoites présentent le plus d'affinités.

4 - ESSAI D'INTERPRETATION

Une voie possible vers 1'élucidation du mécanisme de motilité
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Coccidienne est d'essayer de rapporter les mouvements réalis&s i des struc—
tures existant chez le zoite. Ceci nous a conduit 3 explorer simultandment
1l'observation de la dynamique et l'analyse ultrastructurale.

Nos résultats ainsi que ceux des autres ayant abordés le probléme conduisent

& se poser les. questions suivantes.

-~ Peut-on concevoir un mécanisme commun pour les différents

types de mouvements.

~ Quelle est la nature de l'interaction zoite - substrat

lors du glissement.

-

- Peut-on rapporter le mécanisme du glissement & un systéme

moléculaire déji décrit (Actine - myosine ; Dyneine — tubuline)}?

a — Mécanisme des mouvements

Une donnéde structurale caractéristique des zoltes pourrait &tre
impliquée dans l'orientation des mouvements et permet également d'unifier
le mécanisme de glissement h&licoidal, lindaire et de rotation, il s'agit
du complexe membranaire interne. En effet ses plaques longitudinales peu-
vent présenter une configuration variable : en arrangement linéaire ou en
torsade (PORCHET et TORPIER 1977 ; DUBREMETZ et TORPIER 1978 ; nos observa-—
tions).

Ce systdme peut &tre &galement impliqué dans la rotation sur 1l'ex-—
trémité postérieure &tant donnée la configuration qu'il présente & ce niveau.
Une telle interprétation semble &tre la plus acceptable en regard de nos

connaissances de la structure du zoite.

Le mécanishe de la torsion et de la flexion pourrait résulter

"d'une interaction entre le complexe interne et les microtubules sous pelli-
culaires. Les alignements de particules trouvés dans les plaques en face

des microtubules (PORCHET et TORPIER 1977 ; DUBREMETZ et TORPIER 1978 ; et nos
observations) témoignent de l'existence d'un lien structural entre les deux
formations. Lors de ces activitds, il suffirait donc d'un glissement relatif

des membranes par rapport aux microtubules pour assurer le mouvement.
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Ce type d'interaction pourrait &tre rapproché du systéme proposé pour la

torsion ou la courbure des cils et flagelles(SATIR 1968),

Les alignements des particules du complexe interne joueraient le
role de guide lors du glissement. Ceux ci se prolongent en effet jusqu'ad
l'extrémité poﬁtérieure, alors que les microtubules sous pelliculaires n'ar-
rivent pas jusqu'd cette extrémit& (RUSSELL et SINDEN 1982). Il resterait

alors 3 définir comment cette information est transmise & la surface du zoite.

b ~ Nature de 1l'interaction superficielle lors du glissement
P

La nature de l'interaction entre la surface du zoite et le subs—
trat est difficile & concevoir, surtout quand ce dernier est une interface
fluide - fluide. Nous avons essayé d'identifier les protéines superficiel-~
les dans le but d'analyser ultérieurement leur implication &ventuelle dans
1'interaction avec le support. Nous pouvons concevoir que les polypeptides
majeures mis en &vidence chez les divers zoites (17 kd Sarcocystis tenella ;
14 et 28 kd Sarcocystis munis ; 17 kd Edmernia nieschulzi ; 44,3let 22 kd
Toxoplasima gondii)participent 3 ce phénoméne. Une telle hypothése pourrait

ws

&tre vérifise par l'utilisation d'anticorps spécifiques de ces protéines.
Par ailleurs, il n'est pas exclu que les petits alignements observés sur
la face Pe correspondent i des sites d'interaction avec le support, mais
ceci n'est jusque 13 pas vérifié , L'intervention de polypeptides mineurs,

ou de propriétés locales de la bicouche lipidique ne peut &tre &cartée.

Les forces d'adhésion entre le zoite et le substrat restent a
définir. Dans le cas des interfaces fluide - fluide, la tension superfi-
cielle doit &tre considérée comme suffisament importante pour stabiliser

. . “ e~
la surface, mais cecl reste 3 verifier.

¢ - Effecteurs des mouvements

I1 reste i comprendre comment l'interaction superficielle peut étre
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guid@e par une structure sous jacente. La sensibilité des glissements 3 la
cytochalasine B et aux fortes concentrations en ion Magnésium conduisent
RUSSELL et SINDEN 1981 a suggérer l'existence d'un syst@me de microfilaments;
ces microfilaments seraient constitués d'actine. Cette hypothése n'est tou-
tefois pas démontrée définitivement, faute d'avoir pu observer de tels mi-
crofilaments eﬁ ultrastructure. L'identification de l'actine dans les pelli-
cules des zoites n'est pas encore réalisée, bien que son existence chez les
zoites de certaines Coccidies (Toxoplasma, PORCHET, communication personnel-

le)ne puisse étre mise en doute .

La mise au point du protocole de purification des ''ghosts" permet
i présent d'aborder 1'étude de la présence ou non d'actine dans les pelli-

cules.

En 1'absence d'un rdle de l'actine dans le glissement, il serait
possible d'envisager que le phénoméne repose sur un mécanisme original, dis-
tinct de celui qui régit les syst@mes contractiles (actine - myosine ; dy-
neine - tubuline). L'absence de l'actine a 8té déji soulignée chez les Gré-

garines (MACKENZIE 1980).

Par ailleurs, nous n'avons fait qu'évoquer un dernier aspect
qui devrait 8clairer également 1'analysedu glissement : c'est le déclen-
chement de la motilité chez Sarcocystis Zenella. Nous avons montré&, que
ce phénoméne était plus qu'une simple activation trypsique ; il nous reste
i le définir mieux car la mise en &vidence de la modification respomsable

du déclenchement du mouvement devrait renseigner sur le mécanisme lui méme.
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CoNCLUSION

La présente étude nous a permis de contribuer a une meilleure
connaissance d'une part de la structure de la pellicule des zoltes de

Coccidies et d'autre part du mécanisme possible de leur motilité.

Ainsi par l'analyse de l'organisation de la pellicule de San-
cocystis muris en cryofracture, nous avons élargi 1'éventail de compa-

raison avec les autres Coccidies déja étudiées.

La radioiodination a permis de mettre en évidence les protéines
superficielles des zoites susceptibles d'interagir avec la cellule hote
durant l'invasion cellulaire, ou avec le substrat lors des déplacements ,
et par conséquent pouvant &tre impliquées dans les mouvements.

L'isolement de la pellicule des zoltes nous a conduit a déterminer la com~
position protéique de la pellicule et de comparer en cryofracture l'orga-
nisation des pellicules isolées avec celle des membranes in situ et de met-
tre ainsi en évidence la participation des structures sous pelliculaires

dans l'organisation et 1'architecture membranaires.

Enfin, 1'analyse des mouvements des zoItes sur des interfaces
variées et dans différentes conditions nous a conduit 2 discuter le mécanis-—
me possible de ces activités. Par l'utilisation de ligands : lectine et
anticorps, nous avons mis en évidence 1'existence d'autres sites membranai-
res mobiles & la surface des zoites en plus de ceux de la ferritine catio-

nisée.

Certes, ces résultats sont loin de résoudre tous les problemes
posés. Ils ouvrent cependant plusieurs voies d'investigation qui devraient
permettre de progresser notamment dans 1'étude de la structure et la phy-
siologie de la pellicule dont le rdle est capital dans 1'invasion de la

cellule hote.

Ainsi, la mise au point du protocole d'isolement de la pellicule
autorise l'essal de détection de protéines contractiles, en particulier
1'actine, dans le systéme membranaire par l'utilisation d'anticorps spéci-

fiques.
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La mise en évidence de ces protéines pourralt éclairer sur le mécanisme
de 1'activité des parasites et permettrait ainsi de rapprocher

leurs mouvements de ceux des autres cellules dont les mécanismes
sont déja établis ; & 1'inverse, leur absence conduirait & considérer la
motilité Coccidienne comme régie par un systéme original.

La possibilité qui s'offre 3 présent de séparer le plasmalemme

du complexe iﬁterne autorisera de plus une analyse plus fixe de la struc-
ture de la pellicule ce qui conduira & des progrés dans l'interprétation

de sa fonction.

La préparation d'anticorps spécifiques dirigés contre les protéi-
nes membranaires superficielles permettra de détecter la ou les composante(s)

impliquée(s) dans les interactions avec le substrat.,

Le probléme de la motilité présente un grand intérét en biologie
cellulaire, et selon les différents groupes d'organismes unicellulaires

étudiés, chacun montre une originalité dans le mécanisme de locomotion.

L'avantage d'avoir étudié en méme temps la structure et la phy-
siologie de la pellicule des zoites a permis de discuter les structures
impliquées dans les différents mouvements. Il sera nécessaire de poursui-
vre cette étude afin d'élucider le mécanisme de glissement chez les para-

sites et l'étendre 2 celui de 1'invasion.
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ANNEXE PLANCHES




Planche I :

Figure 1 :

Figure 2 :

Figures 3 et 4

Abbréviations:

Ci

Co:
Cr:

Gd

Pellicule de bradyzoite de Satcocystis muwiis
Le complexe interne (Ci) est formé d'une dou-
ble membrane adjacente au plasmalemme(P).

{(x 80 000).

Bradyzoite de Satcocystis munis
(x 5 000)

: Résultats préliminaires lors de la mise au
point d'isolement de la pellicule des brady-
zoltes de Sanrcocystis muwiis : homogénéisation

i 50 kg/cmz‘

Culot 113 000 8nax de l'interface 1 -~ 0.25M
La fraction enrichie en ''ghosts' dans lesquels
persistent de nombreux microtubules sous pel-
liculaires (fl&ches) ainsi que des organites.
(x 5 000).

Culot 113 000 g de 1l'interface 1.6 = 1.4M
La fraction riche en organites : mitochondries
(M), granules denses (Gd) et micronémes (m)
renferme des pellicules.

(x 5 000).

scomplexe interne

conoide
corps réfringent

granules denses

m:microndmes

M:mitochondries

p:plasmalemme

Pg:

paraglycogéne
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Planche II:

Figure 1 :

Figure 2 :

Figure 3 :

Figure 4 :

Figure 5 :

Figures 5 et 6

Fig. 6 :

ANALYSE DE LA PELLICULE DE Satrcocystis muris PAR
CRYOFRACTURE

Fracture montrant les différentes faces de la
pellicule. Au niveau de la face Pi, noter les
lignes de suture (fléches) délimitant les pla-
ques du complexe interne. Chaque plaque contient
de nombreux alignements longitudinaux de P.I.M.
parmi lesquels 2 sont plus riches en particules
(flaéches longues).

(x 60 000).

Correspondance entre les petits alignements de
P.I.M. de la face Pe et les lignes de suture de
la face Em -
(x 40 000).

Les alignements plus riches en particules de la
face Pi sont séparés par 9 rangées simpleé de
P.I.M. ; et sont situés & environ 6 rangées du
bord de la plaque.

(x 40 000).

Rosette apicale (x 81.000).

Méme région en cryofracture. Des rangées de P.I.M.
sont orientées dans la méme direction que les mi-
crotubules.

(x 120 000).

: Région apicale du bradyzoite

Les microtubules sous pelliculaires (petites flé&ches)
viennent s'insérer au niveau d'un anneau {grande fl&-
che) entourant le conoide des rhoptries.

(x 20 000).






Planche III :

IODINATION ENZYMATIQUE DES ZOITES

Bradyzoites de Sarcocystis muwiis

Sporozoites d'Eimenis nieschulzi

D, E et F, Action de la trypsine sur les protéines su-

.,

et H

perficielles du bradyzoite de Sarcocystis tenella .
surnageant de la trypsine de D.

iodés puis trypsinés

iodés sans trypsination

zoites trypsinés puis iodés

La bande 3 87 Kd apparue en A, B, E et F disparalt
en D & la suite de la trypsination ; elle pourrait
correspondre 4 la lactoperoxydase.

tachyzoite de Toxoplasma gondii

zoites issus d'ascite.

zoite issus de cellules en culture.

Quantité de radioactivité déposée : 10 000 cpm

temps d'exposition : 8 jours.
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Planche IV : ANALYSE. DES PELLICULES DE SarcocysXis muwiis

. N 2 -
Figure 1 : Culot 11 3000 8rax de 1'interface 1 0,25M.
' Les microtubules sous pelliculaires persistent
dans certains '"'ghosts" (£l&che).
(x 13.500).

Figures 2 et 3 : Vues détaillées des 'ghosts" isolé&s. La

structure trimembranaire est conservée. Le
complexe interne tend & se fragmenter en vé-
siculesde petites tailles (fl&ches)

fig. 2 (x 40.0090).

fig. 3 (x 67.000).

A, B, et C Analyse électrophorétique de la fraction
"ghosts".
A zoites entiers (quantité de protéines déposée 4.10—6g.)
: 1 1" " n " " -6
B : fraction "ghosts'( 1,2.10 g
C: fraction granules denses (2. 10-6g.)

coloration des gels 3 1l'argent.

N\







Planche V ANALYSE DES PELLICULES DE Sarcocystls muriis

PAR CRYOFRACTURE

Figures 1, 2, 3 et 4 : Différentes faces de fracture montrant

la désorganisation des P.I.M. Les lignes de su-
tures sont préservées (fldches). E, 2 la ten-
dance & la vésiculisation du complexe interne

apparait.

figs. 1 et 4 (x 30.000).

figs. 2 et 3 (x 50.000).

Figure 5 : Grand fragment de pellicule fracturé transversa-
lement et ayant conservé la structure trimembra-

naire.

(x 50.000).

Figure 6 : Figure &voquant une rosette apicale(Ra)
(x 50.000).






Planche VI :

Figure 1 F

Figure 2 :

ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DES PELLICULES

DE Sarcocystis muris

fraction "ghosts" P : Protéine majeure
zoites entiers D ; Proté@ine des granules denses

quantité de protéines déposées lfo.lO-gG} 2: 250.10g

coloration des gels & l'argent.

marqueurs de poids moléculaires de haut en bas
94, 67, 43, 30, 20,1 et 14,4 kd






Planche VII

Figure 1

Figure 2

ESSAI DE SOUS~FRACTIONNEMENT DES PELLICULES.

Pellicules traitées aux ultrasons pendant
30 secondes les pellicules commencent & se
fragmenter, mais les fragments plurimembra-
naires persistent. )

(x 10.000).

Traitement aux ultrasons pendant 2 minutes deux
types de vésicules sont observés : certaines

3 membrane &paisse et contrastée (fl&che), d'au-
tres plus petites & membrane mince ().

(x 20.000).






Planche VIII :

Figqre 1

Figures 2 et 3

ANALYSE DES PELLICULES D'Eimedia nleschulzi

A, B, CetD:

B et D :

Analyse ultrastructurale des "ghosts" quelques
contaminants (fl&ches) peuvent subsister,

(x 4.000).

: Les pellicules conservent leur structure
trimembranaire, le complexe interne se résout
parfois en vésicules (fl&ches).

(x 33.500).

Analyse &lectrophorétique des pellicules

» 11} 1" - -
Fraction "ghosts (8.106g de protelnesj
zolites entiers

marqueurs de poids moléculaires

Les gels de A et B sont colorés i 1l'argent

Ceux de C et D sont coloréds au bleu de Coomassie.






Planche IX : MISE EN EVIDENCE DE LA DYNAMIQUE SUPERFICIELLE

CHEZ LE SPOROZOITE D'Edimeria nieschulzi

Figures | et 2 : marquage des sporozoites par la lectine (H P A)

fluorescente.

Fig. 1 : marquage a 4°C : zoites groupés en agrégats .

Fig. 2 : incubation & 37°C : le marquage est redistribué

en cape postérieure fluorescente (cercles).

Fi : it é £ ts
igure 3 Sporozoites marqués par des I g G fluorescen S ;

capes sous forme de trainées (fléches).

Figures 4, 5 et 6 : Marquage par des anticorps antisporozoites

révélés par des antiimmunoglobulines fluorescentes.

Fig. 4 : Sporozoites ayant abandonné leurs trainées sur le

support.

Fig. 5 : Marquage 3 4°C.

Fig. 6 : Passage & 37°C : les capes se forment (fli&ches).









