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Des antfcorps monoclonaux ont e t6  pmdui t s  & p a r t i r  des ce1 1 ules 

splenfques de souris Balb/C femelles tnifectées depuis 14, 21 e t  36 jours par 

voie intrapéri toneale avec 20 pseudokystes de Toxoplasma gondi i de l a  souche 

chronique 76 K . e t  ayant subi 3 jours auparavant une i n jec t i on  de rappel 

par voie Fntraveineuse de 100 pg d l e x t r a t t  antigenique de l a  souche v i ru lente 

RH de T. gondi-i'. La fusion de ce1 lu les  spléniques avec l es  ce l lu les  de 

iayélome SP20 a permis d'obtenir  des hybrides produisant des anticorps mono- 
* 

clonaux anti-T. gondii, mis en évidence par les  technique dlE.L.I.S.A. e t  

i mnunof 1 uorescence ind i recte . Les c l  ones sél e c t i  ormes par 1 a techni que oe 

d i  l u t i o n  limi'te o n t  été mu1 t i p l i e s  sur asci t e  de souris. L ' i den t i f i ca t i on  

des anticorps monoclonaux, di'riges contre des anti'gènes de surface, a ete 

réalisCe par i m n o p r é c i p i t a t i o n  d'un e x t r a i t  detergent de tachyzoTtes 

preal ablemnt marques par 1 ' 1 2 5 ~  (technique u t i  1 i sant 1 a 1 actoperouydase) e t  

1 ' analyse des imnuncomplexes par électrophorèse en gel de polyacryl amide- 

SDS e t  autoradiographié. 

a technique d ' i n u  



Atnsi., des hybridomes:, sécrétant des anticorps anti -T. gondi i , 
1 

on t  été Btablfs, 5 sont dirigés contre des antigènes associés à la membrane 

des tachyzoPtes, les 2 autres reconnaissent 1 es antigènes cytoplasmiques 

solubles. Parmi les 5 premiers, 4 montrent une forte réactivité dans l e  test 

de SABIN-FELDFIAN (cytotoxi ci t é  compl ément-dépendante) . 
Finalement, nous avons utilisé 1 'outi 1 monoclonal à des fins 

fondamentales e t  appliquées. D'une part, 1 'analyse de 1 a distri  bution de 

1 'antigène de surface (30 Kd) au niveau des tachyzoïtes a été effectuée par 

immunoperoxydase indirecte en microscopie électronique ; une répartition 

uniforme de l'antigène a été observée à la surface des tachyzoites extra . 
e t  intracellulaires, quelque soit l e  stade de génèse. 

D'autre part, les résultats d'un test  de compétition en S.R.I.A. 

e t  en I.F.I.  o n t  permis de démontrer que le déterminant antigénique corres- 

pondant a la 30 Kd reconnu par nos anticorps monoclonaux, é t a i t  aussi 

identifiés par les anticorps des sérums d'infection expérimentale chez la 

souris e t  dans les différents stades de l a  toxoplasmose humaine. Ainsi 

par  imnunoprécipitation, nous avons pu analyser chez la souris e t  les 

individus infestés par T. gondi i 1 a réponse immune humorale vis-à-vis des 

antigènes exprimés à l a  surface e t  des antigènes cytoplasmiques de T. gondii. 



1 NTRODUCTION 

La Toxoplasmose, due à Toxopl asma gondi i , protozoa i re  cosmopol i t e  

fréquent,  a f f e c t e  l'homne e t  l e s  animaux domestiques. Entraînant  une 

maladie bénigne chez 1  'en fant  e t  1  'adul te,  e l  l e  e s t  redoutable chez l e  

foetus e t  l e  nouveau-né en ra i son  de ses a t t e i n t e s  cérébrales e t  ocu la i res .  

Les i n f e c t i o n s  pa ras i ta i res ,  q u i  sont un des problèmes majeurs en 

Santé Publique, o n t  largement béné f i c ié  des progrès théoriques e t  techno- 

1  og i  ques . 
Dans l e s  maladies où l e s  paras i  tes  e f f e c t u e n t  une p a r t i e  de l e u r  

cyc le  dans l e s  t i ssus ,  l a  mise en évidence des pa ras i tes  e s t  que lquefo is  

dé1 i cate  , vo i  r e '  souvent impossi b l  e  . A i  n s i  , pour Toxopl asma gondi i , pour 

accéder à une approche p r e c i  se e t  f i  ne des mécanismes immuni t a i  res  chez 

l'homme où nos connaissances sont l im i tées ,  il é t a i t  absolûment indispen- 

sable de d isposer d  ' antigènes p u r i f i é s  e t  b i e n  carac tér isés  pour met t re  

en évidence des ant icorps  spécif iques. 

L ' o b j e t  de no t re  t r a v a i l  e s t  l a  product ion d 'an t i co rps  monoclonaux 

ant i -T.  gond i i  e t  l ' é t u d e  de l e u r s  app l i ca t i ons  possib les pour , i l i d e n t i f i -  

ca t ion ,  1  ' isolement e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  des antigènes c ib les .  

L '  i m u n o p r é c i p i t a t i o n  s u i v i e  d'une séparat ion en ge l  de po lyac ry l  amide 

e s t  l a  méthode de choix pour 1  'analyse des antigènes proté iques q u i  peuvent 

ê t r e  radiomarqués métaboliquement ou en surface. Cette technique permet 

a i n s i  l a  q u a n t i f i c a t i o n  de l a  réponse immune humorale l o r s  des i n f e c t i o n s .  





1.1. H f  s t o r i  que 

Le toxoplasme protozoaire i n t r ace l  l u l a i r e  a été découvert à 1 ' I n s t i t u t  

Pasteur de Tunis en 1908 par NICOLLE e t  MANCEAUX qui l ' i s o l è r e n t  à p a r t i r  

d '  un rongeur sauvage, 1 e gondi (Cténodac t y l  us gondi ). 

Toxoplasma gondii  e s t  une coccid ie du groupe 1 s o s p o r a  dont 1 'hôte 

d é f i n i t i f  e s t  l e  chat. Ce protozoaire paras i te  l'homme mais a t t e i n t  aussi 

l e s  mamiferes a i ns i  que l es  oiseaux. En 1937-1938, WOLF e t  COWEN décrivent 

l e  premier cas de toxoplasmose humaine. 

En 1939, SABIN montre q u ' i l  s ' a g i t  dans tous l es  cas d'une seule e t  

même espèce, l e  Toxopl asma gondi i . 
En 1948, SABIN e t  FELDMAN mettent au p o i n t  un t e s t  imnunologique : 

l e  "Dye t e s t "  qui permet d 'é tud ie r  l a  d i s t r i b u t i o n  du paras i te  chez l ' h o m e  

e t  les  autres vertébrés. 

En 1965, HUTCHISO?I a f f i r m a i t  que 1 es toxopl  asmes é ta ien t  transmi s 

par les  oeufs d'un ascar is  du chat (Toxocara c a t i ) .  

En 1967, JACOBS n o t a i t  que les  sel l es  de chat non parasi té par  

Toxocara c a t i  pouvaient ê t r e  également infect ieuses.  

En 1969, WORK e t  HUTCHISON découvrent,dans les  se l les  de chat  i n f es té  

par T. gondi i  ,une forme kystique infect ieuse pour l a  sour is  e t  rés is tan te  

dans l e  m i l i e u  ex té r ieu r  ; KUHN e t  WEILAND en 1969 évoquent l a  ressemblance 

de ce t te  forme avec 1 'oocyste des coccidies. 

Les travaux de FRENKEL e t  co l  1. (1969-1970), de HUTCHISON e t  0011. 

(1969-1970) e t  de SHEFFIELD e t  MELTON (1970), apporta ient  ensui t e  1 a confi  r- 

mation que l a  toxoplasmose es t  un stade asexué du cyc le  d'une coccid ie 

hétéroxene dont l a  reproduct ion sexuée se dëroule chez l e s  fé l idés.  



1.2. Morphologie de l a  forme p ro l  i f é r a t i v e  du toxoplasme ( tachyzot te)  

Le tachyzoTte ou forme p ro l  i f é r a t i v e  qui  es t  observé pendant l a  phase 

aiguë de 1 ' i n f ec t i on ,  e s t  un parasi t e  in t race l  l u l a i r e  qui  se mu1 t i p l  i e  

dans 1 es ce1 1 u les  du système h i s t i  omonocytai re .  

Le tachyzorte, en forme de demi-lune asymétrique, mesure de 5 à 8 P m  

de long sur 2 à 5 m de large ; il e s t  dépourvu d 'apparei l  locomoteur r 
spécial isé,  possède un noyau avec un volumineux caryosome cent ra l  e t  un 

ros t re  antér ieur  qui cont ient  l e  conofde auquel es t  associe un système 

d'anneaux concentriques e t  de microtubules sous-pel l icula i res.  De ce t t e  

région, naissent également des rhopt r ies  qui se terminent en massue dans 

l e  cytoplasme ; ce l l es - c i  seraient  sécrétoi res e t  joueraient  un r ô l e  

important l o r s  de l a  pénétrat ion du paras i te  dans les  ce l l u l es  hôtes 

(NORRBY, 1967 ; LYCKE e t  co l l . ,  1968 ; JENSEN e t  EDGAR, 1976 ; PORCHET 

e t  TORPIER, 1977 ; DUBREMETZ, 1981 ; e t  NICHOLS e t  c o l l  ., 1983). 11 ex is te  

également des micronémes : p e t i t s  organites ayant un r ô l e  enzymatique. 

L 'appare i l  de Golgi es t  logé dans une dépression du pôle antér ieur  du 

noyau. 

1.3. Cycle é v o l u t i f  (FRENKEL, 1975) 

l 

L ' évo lu t ion  de T. gondi i  se déroule en deux phases. 1 

1.3.1. Cycle sexué chez un f é l i d é  : hôte d é f i n i t i f .  1 

l 

Une forme in fes tan te  (tachyzotte, bradyzofte ou sporozoïte) pénëtre l 

l 
l 

dans une ce1 1 u l e  ép i  thé1 i a l e  du somnet des v i l l o s i t é s  i l éa l es .  Plusieurs I ! 

mu1 ti p l  i ca t ions  schi zogoniques in terv iennent  a l  ors, assurant 1 a d i  ssémi na- 

t i o n  du parasi t e  dans l e  tube d i g e s t i f .  Puis l e s  mérozoftes issus des I 

1 

schizontes évol uent en gamètes : 1 es m i  crogametocytes (sphériques d 'envi  ron l 

l 
1 0 ~ )  subissent des d iv i s ions  nucléaires qui  aboutissent à l a  format ion de ~ 

1 
12 à 32 microgametes fa lc i formes e t  qu i  sont mobiles gr6ce à 3 f lage l  l e s  l 

dont un rudimentaire. 1 



Fic. 9. - Schéma du cycle de développenaent de Toxoplasma gondii ntontrant les 
modes de transnzission par les oocystes contenus dans les ercrén~ents dcc chat 
et par ingestion de trophoz~iies ou dc kystes venant de I'ltdie intermédiarre. 

Les nombres de jours indiqués représentent les temps i.cou1i.s entre l'ingestion des 
toxoplasmes par le chat e t  l'excrétion des oocystes. Les souris représentent les 
nombreux mammifères et oiseaux qui peuvent servir d'h0tes intermédiaires e t  
chez lesquels l'infection peut se développer par cannibalisme. La transmission 
congénitale peut prertdre place durant l'infection chronique, chez la souris 
par exemple, ou durant une infection aiguë comme c'est le cas chez l'homme. 

D'après FRESKEL, DUBEY et MILLER 



Les rnacrogam&tocytes de 5 iî 7 p de diametre ne se d i v i sen t  pas ; i l s  

demeurent sous l a  couche de m i c r o v i l l o s i t é s  de l a  ce l lu le-hôte  e t  deviennent 

des macrogametes qu i  après fécondation donneront naissance chacun à un 

oocyste. PFEFFERKORN e t  c o l l .  (1977) on t  montré que l e  génome de chaque 

tachyzoîte, bien qu'haploïde, cont ient  l e  po ten t ie l  génétique pour produi r e  

à l a  f o i s  des microgamétocytes e t  des macrogamétocytes. 

Les oocystes. (FRENKEL , 1970 ; DUBEY e t  co l  1 . , 1970a ; HUTCHI SON, 1971) 

sont él iminés dans l e  m i l i e u  ex te r ieu r  où i l s  se sporulent pour i former 2 

sporocystes contenant chacun 4 sporozoïtes a l  longés, lesquels const i tuent  

l a  p r i nc i pa le  source d ' i n f es ta t i on  pour les  vertébrés supérieurs qui l es  

ingèrent  mais également pour reproduire directement chez les  f é l  i dés l e  

cyc le  d é c r i t  c i  -dessus. 

1.3.2. Cycle asexué chez 1 'hbte intermédiaire 

La phase asexuée dont cer ta ins  stades sont probablement f a c u l t a t i f s  

se déroule chez l ' h ô t e  intermédiaire,  vertébré supérieur. Le paras i te  se 

développe en se mu1 t i p l  i ant par endogénèse de façon i ndéf in i  e ( tachyzoïtes) 

ou en formant des kystes (bradyzoïtes) dans l a  p lupar t  des t i ssus .  Les 

kystes t i s s u l a i r e s  sont l e  r é s u l t a t  d'un grand nombre de mu1 t i p l  i cations 

par endodyogénèse. Les formes végétat ives disparaissent de 1 a c i r c u l a t i o n  

e t  l e s  parasi  tes res ten t  accol l és  e t  s 'entourent d'une membrane propre, 

sont sporo7deaux,le volume en est va r iab le  de 15 à 100 m de diamètre P 
pouvant contenir  envi  ron 3000 organismes (REMINGTON 1961a). Les kystes 

s ' i n s t a l l e n t  de préférence dans l e  t i s s u  nerveux e t  musculaire a i n s i  que 

dans l e  cerveau (REMINGTON e t  CAVANAUGH, 1965 ; JACOBS e t  co l l . ,  1960). 

Leur longév i té  e s t  sans doute égale à ce1 l e  de 1 'animal-hôte puisque les  

antigènes du toxoplasme ne sont  pas exprimés à l a  surface de l a  membrane 

kyst ique provenant de 1 'hôte e t  q u ' i l  n 'ex is te  aucune réact ion du t i s s u  

- qu i  1 ' entoure. 

Le f é l i d e  s ' i n fes te  également en ingérant  ces kystes. 



1.4. La toxoplasmose 

Le tractus gas trointestinal semble être 1 a route principale d'une 

infection naturel 1 e ; le toxoplasme se mu1 tipl i e  par voie intracel 1 ulai re 

au point d'infection puis i l  parasite toutes les cellules adjacentes, 

excepté les globules rouges (SCHUPP e t  coll., 1978). Les tachyzoftes 

sont disséminés dans t o u t  l'organisme par voie lymphatique e t  sanguine. 

La barrière s a n g s  cerveau empeche la diffusion d'anticorps e t  

l'afflux de cellules immunocompétentes : les tachyzoïtes prolifèrent donc 

dans le cerveau e t  1 'oei 1 tandis qu' i l s  disparaissent progressivement 

ai 1 leurs, en même temps que se poursuit 1 a mi se en place de 1 ' imuni te 

(FRENKEL,  1961). Les tachyzoftes extracel 1 ulai res sont lysés par anticorps 

en présence de complément ; les anticorps sont protecteurs vis-à-vis de l a  

forme parasitaire extracellulaire mais i l s  peuvent aussi jouer un rôle 

en pathologie par 1 a formation d' immuns complexes, produi sant des 1 ési ons 

dans le cerveau e t  le  rein. L'immunité protectrice dépend des facteurs 

intracellulaires e t  des anticorps. Les kystes se développent e t  persistent 

dans les tissus (REMINGTON e t  CAVANAUGH, 1965). La rupture d'un kyste, 

par u n  mécanisme inconnu, induit une réponse inflammatoire dans l a  zone 

qui 1 'entoure, e t  produi t une réaction d'hypersensi bi 1 i t é  retardée, 

de type IV (FRENKEL,  1961). Le fa i t  de trouver des petits kystes autour 

d ' u n  grand kyste dans le  cerveau chez la souris infestée, en phase chronique, 

suggère d'une façon indirecte, que la rupture d'un kyste pourrait se pro- 

dui re chez u n  h6te normal (LAINSON, 1958 ; VAN DER WAAIJ , 1959). H U L D T ,  

en 1971, par l a  technique d'immunofl uorescence indirecte, montre 1 a présence 

d'antigéne hors des kystes. 



Recemment, CONLEY e t  c o l l  . (1981) emploient l a  technique de peroxy- 

dase-antf-peroxydase pour montrer 1 'existence de parasi  tes i ntrace l  1 u l a i  res  

e t  kysttques dans l e  cerveau humain de pat ients  qui on t  présente une 

1 encéphal f t e  toxopl asmique nécrosante. Chez 1 a souris, en phase chronique 

1 de l a  maladie, CONLEYet JENKINS (1981) ont aussi détecté l a  présence 

d'antigene sous l a  forme de tachyzottes e t  de kystes t i s su la i r es ,  ce qui  

suggere que l e  tachyzorte peut pe rs i s t e r  chez 1 'homme e t  chez 1 'animal . 
D'autres exemples sont fou rn is  par REMINGTON e t  c o l l  . (1961a), HULDT (1963), 

BEVERLEY (1958), MILLER e t  c o l l  . (1969), SIEGEL (1971) qui on t  montré 

1 'existence d'une parasitémie pendant l a  phase chronique de l a  maladie. 

D'autres arguments conduisent à penser qu'un st imulus antigénique constant 

es t  une condi t t o n  nécessai r e  pour 1 a persistence des ant icorps e t  d'  une 

réponse à médi'ation ce1 1 u l a i r e  (KRAHENBUHL e t  co l  1 . 1972a) ; ANDERSON e t  

co l  1 ., 1979). La persistence d'une i n fec t i on  ac t i ve  pendant l a  phase chroni-  

que e s t  suggérée aussi par l e  f a i t  de trouver des t i t r e s  élevés d 'ant icorps 

l o r s  de ce t te  phase. Les animaux de 1 aboratoire chroniquement infestés 

par Toxoplasma gondi i peuvent, au cours de l e u r  gestat ion transmettre l e  

paras i te  à l e u r  foetus (BEVERLEY, 1959 ; REMINGTON e t  c o l l  ., 1961b). Le 

passage transplacentai r e  des parasi tes a été discuté par REMINGTON e t  

DESMONTS (1976) qu i  postulent  deux possi b i  1 i tés d' i n f e c t i o n  prénatale : 

s o i t  que l e s  parasi tes t raversent  l e  placenta l o r s q u ' i l s  sont i n t r ace l l u -  

l a i r e s  dans l e s  globules blancs, s o i t  que les  tachyzottes sont l i bé rés  

par rupture des kystes dans l ' u t é rus .  Ainsi ,  s i  l a  femme e s t  infectée,  

au cours de l a  grossesse, l e  foetus peut s ' i n f ec te r  par  passage transpla- 

centa i re  de trophozortes provenant de foyers disséminés dans l e  t i s su  p la-  

centa i re  e t  non par passage d i r e c t  du parasi te de l a  c i r c u l a t i o n  maternel le 

dans l a  c i r c u l a t i o n  foetale.  Cette phase d ' i n f e s t a t i o n  foe ta le  d o i t  ê t r e  de 

courte durée puisque l a  mère développe rapidement une bonne immunité e t  

que ses ant icorps protecteurs passent chez l ' en fan t .  Mais i c i  encore, l e  



t o x o p l a r n  peut surv iv re  dans l e  tTssu nerveux e t  l a  r é t i n e  du foetus 

a l o r s  qu' f 1 d tspara î t  des s i  tes  extraneuraux, 

1.5. Reponse humorale 

La caractér isat ion e t  l a  pu r i f i ca t i on  des antigènes qu i  s t imulent  

une réponse p ro tec t r i ce  e s t  i'mportante pour l e  d iagnost ic e t  pour l a  r é a l i -  

sa t ion d'un vaccin. 

Peu de travaux o n t  é té  consacrés à l a  s t ruc ture  antigénique de 

T. gondi i  ; volontairement nous nous contenterons dans ce chapi t re  d'analyser 

les  travaux les  p lus  s i g n i f i c a t i f s  f a i san t  appel aux technologies l es  p l us  

récentes. 

En 1980, HANDMAN e t  c o l l  ., analysant des tachyzoTtes pur i f i és  marques 

à 1 ' par 1 a techni que de 1 a 1 actoperoxydase, on t  décr i  t 4 protéines 

majeures de surface avec un poids moléculaire apparent de 43 Kd, 35 Kd, 

27 Kd e t  14 Kd avec les souches C57, C56 e t  RH présentant toutes les  3 un 

p r o f i l  ident ique ; d'autre par t ,  l e s  tachyroi tes de l a  souche RH marqués 

métabol iquement par  l a  méthionine 35~ ,  a 1 'autoradiographie montrent environ 

32 bandes, mal heureusement l e s  poids moléculaires de ces f rac t ions  a n t i  - 
géniques n 'ont  pas été donnés. Le même auteur a montré l'absence d ' a n t i -  

gène carbohydraté dans l a  membrane des tachyzoites v ivants ; en e f f e t ,  

aucun composant pa ras i t a i r e  n ' a  é té  retenu sur une colonne de Con A- 

Sepharose après passage d 'un e x t r a i t  détergent d'organismes radiomarqués. 

Le t r a v a i l  de JOHNSON e t  c o l l .  (1981) sur 1 'analyse en gel de poly- 

acrylamide des polypeptides e t  des glycopeptides d'un e x t r a i t  de tachy- 

zoTtes montre que l a  f r a c t i o n  soluble con t ien t  9 polypeptides avec un 

poids moléculaire de 20, 22, 23, 29, 66, 69, 90, 98 e t  133 Kd par rappor t  

à l a  f r a c t i o n  inso lub le  que présente 8 f r ac t i ons  antigéniques avec un 

poids moléculaire de 28, 41, 43, 49, 53, 61, 70 e t  80 Kd ; ces f rac t ions 

semblent ê t r e  specif iques du parasite. I l s  on t  aussi démontré que l a  



fraction soluble ne contient pas de glycopeptides majeurs ; par contre, 

la fraction insoluble présente 3 glycopeptides, les bandes sont détectées 

a 29, 53 e t  123 Kd. 

Plusieurs études sur 1 'antigène circulant ont été faites chez la 

souris; Mas BAKAL, en 1979, montre que l'infection par la souche R H  de 

T. gondi i entra1 ne 1 ' apparition d'antigènes ci rcul ants e t  d'anticorps au 

meme moment de l'infection. Par contre, chez la souris infestée avec des 

kystes, 1 'antigène circulant n'est pas présent e t  les anticorps apparaissent 

au bout de 10 jours d' infection. Ainsi, 1 'apparition d'antigènes circul ants 

dans le  sang dépendrait de la souche d'infection ; les auteurs ont aussi 

observé que l'antigène circulant n'est pas détecté dans une infection 

massive ni dans une infection latente. Pour eux, cette absence lors d'une 

infection massive serait due à l a  trop courte étape de circulation des 

parasites e t  pour les infections latentes en raison de la neutralisation 

de parasites par les anticorps. Par contre, dans tous les cas, i l s  o n t  

mis en évidence l a  présence d'anticorps quelque soit le  type d'infection. 

Un tes t  dlE.L. I .S .A.  a été uti l isé pour montrer l a  présence d'anti- 

gène chez l'homme en phase aiguë de l'infection (ARAUJO e t  REMINGTON, 1980 ; 

Van KNAPPEN e t  PANGGABEAN, 1977). L'antigène circulant a été aussi trouvé 

dans le 1 iquide amniotique e t  dans le  1 iquide céphalorachidien du nouveau-né 

ayant une toxoplasmose congéni tale. ARAUJO e t  REMINGTON (1980) à 1 'aide d'an- 

ticorps monoclonaux montrent que les résultats du dosage des antigènes cir-  

cu lant~  par E . L .  1 . S . A .  sont comparables en utilisant 1 'anticorps monoclonal 

ou l e  fragment F ( a b ) 2  des immunoglobulines de lapin ant i -T .  gondi i  ; 

néanmoins les résultats obtenus avec 1 ' anticorps polycl onal semblent être plus 

satisfaisants pour ce dosage. 

Les immunoglobulines qui participent à 1 a réponse anticorps dans la 

toxoplasmose sont des IgG e t  des IgM ; ceci a été démontré en 1963 par 

EICHENWALD e t  SHINEFIELD dans l e  sérum du cordon ombilical de nouveau-né par 

l e  Dye-test ; ceci veut dire que les IgM spécifiques sont formés "in utero". 



Ces résultats o n t  été confirmés par REMINGTON e t  coll. en 1966 e t  1968. La 

formation d'anticorps de la  classe IgM e t  IgG a aussi eté démontrée chez l e  

lapin par STRANNEGARD en 1967 qui a en plus observé une réponse IgA après 

1 ' admi ni stration orale d'antigène de T. gondi i . 
1 

FUJITA e t  coll . (1970) réalisent une série d'études pour définir 

l l e  r6le bivalent des anticorps e t  l'importance du fragment Fc dans les tests 1 

sérologiques comme le  Dye-test, 1 ' hémaggl uti nati on, 1 ' imnunofl uorescence i 
indirecte e t  la fixation du complément e t  plus récemment le  test dlE.L.I.S.A. ' 

l 

L I E . L .  1 .S.A. e t  la S.R. 1 .A. permettent la détection des anticorps l ~ 
mais l 'utilisation de ces tests dans la phase aiguë de l a  Toxoplasmose 

l 
est  critique. l 



CHAPITRE II 



2.1. D é f i n i t i o n  

La technique d 'hybr idat ion c e l l u l a i r e  permet l a  fus ion de 2 types 

de ce l l u l es  donnant 1 ieu  à l a  formation d'une troisième e n t i t é  c e l l u l a i r e  

possédant t ou t  ou p a r t i e  du matér ie l  génétique des deux ce l l u l es  d ' o r i g i ne  ; 

ce t t e  ce1 l u l e  hybride exprime de façon codominante 1 ' information génétique 

apportée par l es  ce1 1 ules "parentales". 

2 .2 .  Histor ique 1 

La découverte du phénomène d 'hybr idat ion remonte à 1960 avec les  
1 

1 t ravaux de BARSKI e t  co l  1. , lesquels é tud ient  une cu l t u re  mixte de deux 
l 

souches f ib rob last iques.  I l s  i so l en t  un nouveau type c e l l u l a i r e  présen- 

tan t  un nombre de chromosomes égal à l a  somme des deux souches i n i t i a l e s  

e t  1 es marqueurs chromosomiques p a r t i  cu l  i ers aux deux ce1 1 u l  es "mères". 

Cette observation f û t  confirmée par l es  travaux de SORIEUL e t  EPHRUSSI 

(1961). 
I 
l 

l 
Plus tard, GERSHON e t  SACH (1963) on t  i d e n t i f i é  des hybrides prove- 1 

nant de l a  fus ion de deux ce l l u l es  possédant des antigènes d'histocompati- 
1 

b i l i t é  d i f f é ren t s ,  exprimant les  deux antigènes parentaux. Ces travaux 1 
1 

a i ns i  que ceux de GANSHOW (1966) demontrent que dans l a  c e l l u l e  hybride l 
s 'expriment, d'  une façon codomi nante, 1 es génomes des deux ce1 1 u l  es 

présentant des p o t e n t i a l i t é s  génétiques d i f fé ren tes  e t  u t i l i s é e s  pour 

l a  fusion.  SCALETTA e t  EPHRUSSI (1965) i s o l e n t  un hybride i ssu  de l a  

fus ion d'une c e l l u l e  maintenue en cu l t u re  continue e t  de c e l l u l e s  prélevées 

chez un animal nouveau-né. L ' in format ion génétique de ces dernières 

ce l l u l es  est  imnorta l isée grâce a l ' a p p a r i t i o n  d'hybrides qui expriment 

d'une p a r t  l e  génome de 1 a ce1 l u l e  prélevée i n  v ivo e t  d 'aut re  p a r t  

f avo r i  sent l a  croissance continue i n  v i t r o .  



Cette même expérience a permis d'observer que la croissance de 

certains hybrides était favorisée par rapport aux cellules parentales 

si les cultures s'effectuent à 2g°C et non à 37OC. Malheureusement, le 

système de thermosélection des hybrides n'est pas généralisable à tous 

les systèmes d'hybridation cellulaire. 

2.2.1. Sélection des hybrides 

Un système de sélection, basé sur la complémentarité des génomes 

parentaux, permet à l'hybride de se multiplier. LITTLEFIELD (1964) isole 

à partir d'une souche hétéroploïde de souris, deux lignées cellulaires. 

Une,résistante à la 8 azaguanine, est déficiente en hypoxantine guanine 

phosphori bosyl transférase (HGPRT) et 1 ' autre, résistante à 1 a 5 bromo- 

déoxyuridi ne, est déficiente en thymidine kinase (TK) . En fusionnant ces 
deux 1 ignées ce1 1 ulaires, seul s 1 es hybrides possédant par compl émentari té 

les.. deux génomes parentaux TK et HGPRT peuvent se développer dans un 

milieu sélectif HAT (hypoxant ine-aminopter ine-thymidine) inhibant la pro- 

1 ifération des ce11 ules "parentales" qui ne possèdent qu'une seule enzyme. 

Le système de sélection de LITTLEFIELD (1964) repose sur le fait que les 

ce1 1 ul es de mammifères possèdent deux voies de synthèse de nucléotides : 

une synthèse de novo à partir de sucres et d'acides aminés, et une voie 

de synthèse utilisant des nucléotides préformés : l'hypoxantine et la thy- 

midine. La synthèse de novo est bloquée par la présence d'aminoptérine, 

1 'autre voie de synthèse nécessite quant à elle la présence d'enzymes : 

HGPRT et TK. 



2.2.2.  Agents fusogènes 

Le probleme majeur q u ' i l  r e s t a i t  à résoudre é t a i t  l e  f a i b l e  pourcen- 

tage de fus ion ce1 1 u l  a i r e  spontanée. l 
Les premiers hybrides v iables i ndu i t s  par l e  v i r us  de Sendai inac t i vé  1 

sont déc r i t s  par YERGANIAN e t  NELL (1966) pu is  COON e t  WEISS (1969) qui 
1 

dé f in i ssen t  l e s  condi t ions optimales à 1  'obtent ion d 'un rendement de fusion ' 
élevé. Cet agent v i r a l  m u l t i p l i e  d 'un facteur 100 l e  taux d 'hybr ida t ion  

l 

par  rapport  au taux de fus ion spontanée. 1 

Cependant, 1  ' u t i l  i s a t i o n  du v i r us  Sendai comme agent fusogène pose 

plusieurs inconvénients dus à sa nature bio logique ; l e s  recherches vers 1 

1 
l ' ob ten t i on  d'un agent fusogène chimique sont a r r i vées  plus tard .  ~ 

1 

PONTECORVO (1975) démontre que 1 ' u t i l  i sat ion  de polyét l iy l  ène g lyco l  1 
(PEG) permet l ' ob ten t i on  de nombreux hybrides cellu1aires.DAVIDSON e t  col1 i 

I 
(1976) déf in issent  l e s  paramètres de l a  fus ion c e l l u l a i r e  en u t i l i s a n t  l e  1 
PEG. 1 I 

2.2.3. Mécanisme de fus ion  c e l l u l a i r e  

Le mécanisme de fusion ce1 l u l a i r e  es t  encore mal connu. Les 

pr inc ipa les observations de ce processus ont é t6  f a i t e s  au niveau membra- 

na i re .  Sel on AKONG e t  co l  1. (1975) 1  'ac t ion  fusogène de substances chimiques 

t e l  l es  que l e  PEG ent ra inent  une f l u i d i f i c a t i o n  de deux couches 1  ip id iques 

membranai res  f avo r i  sant 1  ' agg lu t ina t ion  des protéines membranai res. Lorsque 

deux ce1 1 u les  vois ines présentent ce même phénomène, l a  fusion s  'effectue 

par un réarrangement intermembranaire des f e u i l  l e t s  l i p id iques .  La phase 

de général isat ion de l a  fus ion e s t  essentiel lement dépendante du 

gradient  osmotique i n t r a c e l  l u1  a i re .  Cette étape abou t i t  à l a  formation 



de polycaryons (masse cytoplasmique possédant p lus ieurs  noyaux). Apres 

une hybridation, seulement 10 % de ce1 1 ules hybrides sont v iables (EPHRUSSI, 

2.2.4. S t a b i l i t é  4es hybrides 

E l  l e  dépend principalement de 1 ' homogénéité du système d '  hybr idat ion ; 

dans l e  cas des hybrides homologues sour is x souris, une perte chromosomique 

l en te  de 10 à 20 % es t  observée après 100 générations pu is  l e  caryotype,  

ce1 1 u l  a i  r e  se s tab i  1 i s e  (EPHRUSSI, 1964). Par contre 1 es hybrides hétéro- 

logues homme x sour is sont part icul ièrement ins tab les ; en e f f e t  WEISS 

e t  GREEN, (1967) ont  é tab l  i qu'après 20 générations, i 1 ne reste  que 2 à 

15 chromosomes humains e t  qu'à l a  su i t e  de l a  s t a b i l i s a t i o n  des hybrides, 

100 générations p lus  tard, il ne res te  dans l ' h yb r i de  que de 1 à 3 chromo- 

somes humai ns. 

Les mécanismes de ce t t e  déstabi 1 i sat ion des hybrides sont encore 

mal connus ; i l s  doivent r ésu l t e r  d'un manque de coordination dans l a  t rans-  

mission des deux génomes parentaux l o r s  de l a  mitose. 

2.3. Appl ica t ion de l a  technique de fus ion c e l l u l a i r e  : l e s  ant icorps 

monocl onaux 

Le système imnuni ta i re cont ient  p lus ieurs  m i l l i o n s  de l i gnées  B 

lymphocytai res, précurseurs des plasmocytes qu i  synthét isent  1 es immuno- 

globul  ines. 



Lorsqu'un agent imnunogène s ' i n t r o d u i t  dans un organisme, il i n d u i t  

une réponse immunitaire qui  se t r a d u i t  au niveau sérique par 1 'appar i t i on  

d' un nombre élevé d 'ant icorps présentant un degré var iab le  d ' a f f i n i t é  

e t  de s p é c i f i c i t é  vis-à-vis d'un déterminant antigénique unique. 

Ces ant icorps appartiennent à une fami 11 e de protéines appelées 

immunoglobul ines, lesquel l es  montrent une hétérogénéité mol écu1 a i r e  consi - 
dérable. Cette hétérogénéité f u t  l ' obs tac l e  important pour i s o l e r  un maté- 

r i e l  compatible avec l 'ana lyse s t ruc tu ra le  de ces molécules. 

La s t ruc tu re  biochimique des immunoglobulines a pu Gtre approchée 

dans certaines tumeurs mal ignes du système immunitaire appelées myél ornes ; 

I en pa r t i cu l  i e r  l e  myélome mu1 t i p l e  e t  l a  macroglobul inémie de Wal denstrom 

qui  produi sent des immunogl obul i nes appartenant à un type homogène. 

La descr ip t ion  de protéines myélomateuses possédant une a c t i v i t é  

ant icorps (SELIGMAN e t  BROUET, 1973) a permis d ' é t a b l i r  que l a  présence 

de ces protéines homogenes es t  l i é e  à l a  capacité de f ab r i ca t i on  excessive 

d'une seule e n t i t é  d'immunoglobulines qui se t rouvent chez un s u j e t  sain 

dans des quanti  tés  m i  nimal es. 

Ce concept a été confirmé par WEIGERT e t  co l  1. (1974) chez l a  sour is 

ayant des plasmocytomes spontanés ou i n d u i t s  qu i  synthétisent des ant icorps 

possédant une a c t i v i t é  donné. 

Par a i l l e u r s ,  chez l e  lapin,  il es t  possib le d 'obten i r  aussi par 

des immunisations prolongées des ant icorps t r ès  homogenes, comparabl es 

aux immunoglobul ines myél omateuses (NISONOFF e t  Col 1 . , 1975) . Dans 

1 'organisme chaque ant icorps es t  p rodu i t  par une l ignée unique de lympho- 

cytes e t  par l e s  plasmocytes qu i  en dér ivent .  Ces ce l l u l es  peuvent ê t r e  

cu l  t ivees indéf in iment e t  e l  l es  sécretent des immunoglobul ines qu i  ont  

1 a même s t ruc tu re  chimique. Ces imnunogl obul ines sont b ien des ant icorps 

monocl onaux. 
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S i  l e s  ant icorps monoclonaux obtenus à p a r t i r  de 1 'home, de l a  sou- 

r i s  e t  du l a p i n  avaient permis 1 'étude de l a  s t ruc tu re  des immunoglobulines 

l (EDELMAN e t  co l  1 ., 1969) e t  1 'analyse des bases de 1 eur s p é c i f i c i t é  a n t i  - 
génique (LIEBERMAN e t  col1 . , 1974), l e  problème qui  r e s t a i t  à résoudre 

é t a i t  d 'obten i r  des ant icorps monoclonaux d'une spéc i f i c i t é  d é f i  n i e  en 

quanti  t é  su f f i san te  contre 1 'antigene imnunisant. C'est pourquoi l a  technique 

des hybridomes représente un des progrès de l ' immunologie les  p lus  écla- 

l tants  de ces dernières années. 

2.4. Les hybridomes producteurs d 'ant icorps monoclonaux 

Les premières expériences conduisant à l a  production d 'ant icorps 
. . 

monoclonaux sont ce l l es  de KOHLER e t  MILSTEIN (1975) sur l e  con t rô le  géné- 

t i que  de l a  synthèse des imnunoglobul ines. I l s  hybr ident  deux souches myé- 

lomateuses, une de sour is avec une de r a t  a f i n  d 'é tud ie r  s i  1 'excl  usion 

chromosomique a l  l é1  ique normalement observée dans l e s  ce1 1 ules parental es 

(FROLAND, 1972) é t a i t  a l té rée  dans l es  hybrides générés. L'étude des 

sécrét ions immunoglobuliniques de ces hybrides montre une combinaison variée 

des chaînes synthétisées s o i t  par des chromosomes de l a  souris, s o i t  par 

des chromosomes de r a t  mais jamais d'associat ion, dans une même cha?ne, 1 
du fragment var iab le  e t  d 'un fragment constant des deux myélomes u t i l i s é s  

pour l a  fusion. Ces observations démontrent q u ' i l  n ' y  a pas d 'exclusion 

d ' a l l e l e s  parentaux e t  que 1 ' in format ion génétique propre aux c e l l u l e s  

parentales e s t  exprimée de façon codominante dans l a  c e l l u l e  hybr ide obte- 

nue. Ces résu l t a t s  vont conduire K'OHLER e t  MILSTEIN (1975) à t en te r  l a  

fus ion  de c e l l u l e s  myélomateuses avec des B lymphocytes de sour is  immuni - 
sées. I l s  obtiennent après sé lec t ion par l 'aminoptérine, des hybrides 

ce1 1 u l a i r es  dont ce r ta ins  synthét isent  des ant icorps spéci f iques de 



1 'antigène u t i l  i s é  pour 1 ' immunisation. I l s  démontraient a ins i  que l e  

génome B 1 yinphofytai r e  s'exprime dans l e s  ce1 1 u l  es hybrides néoformées. 

De plus, ces ce l l u l es  hybrides possédent l a  capacité de se m u l t i p l i e r  

i n  v i t r o ,  1 es ce1 1 u les  myél omateuses représentant a ins i  une source abondante 

d 'ant icorps monoclonaux spécif iques d'un antigène donné. 

- Ce1 1 ules myélomateuses 

. . 
Depuis les  travaux de KOHLER e t  MILSTEIN (1975) de nombreuses souches 

myélomateuses ont é té  exploi tées pour l e u r  capacité de fusion. 

Une souche en p a r t i c u l i e r ,  l a  SP2/0 mutante dGrivée d'un myélome de 

souris Balb/C (SHULMAN e t  co l l . ,  1978) présente deux caractér is t iques 

importantes : d'une p a r t  e l  l e  e s t  déf ic iente  en HGPRT, e t  e l l e  peut  donc 

ê t re  soumise au système de sé lec t ion  de LITTLEFIELD (1964) ; d 'au t re  part ,  

ce t te  l i gnée  c e l l u l a i r e  n'exprime aucune immunoglobuline. Les hybrides 

générés à p a r t i r  de c e t t e  souche, vont sécréter des immunoglobulines 

codées par l e  génome des ce l l u l es  spléniques (Tableau 1 ) .  

- Ce11 u les  B lymphocytaires 

La préparat ion e t  l e  choix de ce l l u l es  qui  vont ê t r e  u t i l i s é e s  pour 

l a  fusion c e l l u l a i r e  sont d'une importance capi ta le,  en p a r t i c u l  i e r  1 ' é t a t  

immun déterminant 1 a source lymphocytai r e  ( rate,  gang1 ions, sang) puisque 

l es  lymphocytes B on t  une s p é c i f i c i t é  v i  s-à-vi s de 1 ' antigène u t i  1 i sé. 

La fus ion ce1 1 u l a i r e  es t  favor isée lorsque l a  populat ion lymphocytaire 

stimulée par  l e  1 i popolysaccaride es t  r i c h e  en ce1 1 ules b l  ast iques. 

ANDERSON e t  MELCHERS (1978) : montrent que l es  ce1 l u l es  b las t iques sont 

p lus sensibles à 1 'hybr idat ion que l e s  lymphocytes au terme de l e u r  évolut ion 



TABLEAU 1 : Pr inc ipa les  souches myélomateuses u t i l i s é e s  p a r  l a  fusion 

Lignée ce1 l u l a i r e  Or ig ine  Production immunoglobulinique Référence 

Chaîne lourde Chaîne légère  

x Produite  mais non sécrétée. 



- Sélection 

Un autre aspect important du protocole est l'établissement d'un 

véritable clone d' hybride ce1 1 ulaire; les populations ce1 lulai res hybrides 

obtenues après sélection en milieu HAT sont issues de plusieurs hybrides 

initiaux possédant des potentialités synthétiques diverses. 

- Clonage 

Pour assurer l'homogénéité des anticorps produits, i l  est nécessaire 

d'effectuer un clonage de façon à obtenir une population homogène provenant 

d'une seule cellule initiale et ne sécrétant qu'un seul type d'anticorps. 

Avant d'aborder les mu1 tiples domaines d'appl ication des anticorps 

monoclonaux en parasitologie nous résumerons schématiquement dans la 

figure 1 différentes étapes conduisant à la production d'un anticorps 

monoclonal . 

Appl ications en parasitologie 

/ 

Les anticorps monoclonaux représentent un outil d'une puissance 

remarquable. L'obtention de ces anticorps purifiés en quantité "il 1 imitée" 

a ouvert la voie à de nombreuses études qui jusqu'alors étaient difficilement 

envi sageables. 

En parasitologie, l'analyse de composants antigéniques pose d'impor- 

tantes difficultés en raison de la complexité des structures parasitaires. 

Par ailleurs, il  existe une variation de 1 'expression antigénique au cours 



FIGURE 1 PROTOCOLE DE PRODUCTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX 
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du cyc le  de v i e  du paras i te  e t  d 'aut re  part ,  1 'obtent ion de matér ie l  

parasi  t a i r e  e s t  souvent 1 imi tée a cer ta ins  stades évo lu t i f s .  Les ant icorps 

monocl onaux, associés à d ' autres techniques chimiques e t  immunochimiques , 

permettent un approche dans 1 ' iden t i f i ca t ion ,  1 ' i solement e t  l a  ca rac te r i  - 
sat ion de ces antigènes paras i ta i res .  

2.5.1 .Caracterisat ion e t  pu r i  f i c a t i o n  d1antig6nes parasi t a i r e s  à 1 'a ide 

d' anticorps monocl onaux 

Les pionniers de ces travaux sont YOSHIDA e t  c o l l .  (1981) 

qui on t  permis 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  d'un antigène de d i f f é renc ia t i on  de 

sporozoftes de Plasmodium berghei (Pb44). Chez Trypanosoma c ruz i  , i 1 faut  

c i  t e r  l a  p u r i f i c a t i o n  d'une glycoprotéine de surface des épimastigotes 

par SNARY e t  c o l l .  (1981) e t  1 ' isolement e t  l a  caractér isat ion d 'un compo- 

sant antigénique majeur de 72 Kd correspondant au composant 5 spéci f ique 

de T. c ruz i  (OROZCO e t  co l  1. , 1982 e t  1983). Le t rava i  1 de DISSOUS e t  

c o l l .  (1982) a por té  sur l ' i so lement  e t  l a  ca rac té r i sa t ion  d'un antigène 

de surface (38 Kd) de Schi stosoma mansoni . Pour Toxopl asma gondi i , 1 es 

travaux de KASPER e t  co l  1. (1982) u t i  1 i sent un ant icorps monoclonal pour 

sélect ionner un mutant ; l e s  mêmes auteurs en 1983 p u r i f i e  un antigène 

membranaire (30 Kd) par immunoabsorption avec un ant icorps monoclonal 

HANDMAN e t  c o l l .  (1980) détectent  e t  caractér isent  l'ensemble des antigènes 

de surface du tachyzoTte de T. gondi i .  



2.6. U t i  1 i s a t i o n  des anticorps monoclonaux en paras i to log ie  

- U t i  1 i s a t i o n  taxonomique e t  épidémiologique 

Les travaux dlANTHONY e t  co l  1. (1981) on t  permis l a  production 

d'un ant icorps monoclonal qu i  reconnai t  un déterminant antigénique présent 

chez Trypanosoma c ruz i  e t  absent chez Trypanosoma range l i  ; c e t  anticorps 

permettant a i ns i  de d i f férenc ier  deux espèces t r ès  apparentées. 

- Détection d"antigenes c i  r c u l  ailits 

Les exemples de c e t t e  app l i ca t ion  sont l e s  travaux de Des MOUTIS 

e t  co l  1. (1982), sur l a  détect ion par une méthode de radioimmunopréci p i  t a t i o n  

(RIPEGA) des antigènes c i r cu lan t s  dans l e  sérum de pa t ien ts  a t t e i n t s  

d'onchocercose e t  c e l u i  dlARAUJO e t  co l  1. (1980) qui u t i l i s e  un anticorps 

monoclonal pour l a  détect ion d'antigène c i r cu lan t  de T. gondi i  par l a  

technique d'E.L.1.S.A. 

- Développement des techniques diagnostiques 

La pureté, l a  spéc i f i c i t é ,  l a  s t a b i l i t é  e t  l a  p o s s i b i l i t é  

d ' ob ten i r  d' importantes quantités, permettant une standardisation, font des 

ant icorps monoclonaux un o u t i l  de choix pour l e  d iagnost ic.  

Les travaux ef fectués sur l a  détect ion des ant icorps 

a n t i  -Schistosoma japoni cum dans 1 es sérums de mal ades, u t i  1 i s e n t  un 

dosage radioimmunologique sur  support so l ide (SRIA) ; l e  t es t  e s t  

basé sur une compéti t ion ent re  l ' an t i co rps  monoclonal marqué à 1 I 12SI 

e t  l es  ant icorps polyclonaux présents dans l e  sérum de pat ients  (MITCHEL 

e t  co l  1. , 1981). 



Ce meme t e s t  a  é t é  appl iqué chez Trypanosoma c ruz i  pa r  OROZCO 

e t  c o l  1. (1982). 

-~ 
Des ant icorps  monoclonaux o n t  é té  p rodu i t s  a f i n  d ' é t u d i e r  

l e u r s  a c t i v i t é s  b io log iques i n  v i v o  e t  i n  v i t r o ;  a i n s i  YOSHIDA e t  co l  1. 

(1981) , POTOCNJAK e t  c o l  1 .  (1980) o n t  protégé l a  sour is  avec un ant icorps  

monoclonal anti-Plasmodium berghei cont re  une i n f e c t i o n  à l ' a i d e  des sporo- 

zoï tes.  FREEMAN e t  c o l l .  (1980) o n t  provoqué avec un an t i co rps  monoclonal 

une réduct ion  de l a  parasitémie chez des sour is  in festées avec u- 
modi um yoel  i i. EPSTEIN e t  col  1. (1981) o n t  démontré que des ant icorps  

monoclonaux anti-Plasmodium knowlesi inh ibent ,  chez l e  singe, 1  ' invas ion 

é r y t h r o c y t a i r e  par  des merozottes. Les travaux de PERRIN e t  c o l l .  (1981) 

su r  l e s  ant icorps  monocl onaux a n t i  -Pl asmodi um fa1 c i  parum o n t  permis 

d ' o b t e n i r  des an t i co rps  capables d ' i n h i b e r  i n  v i t r o  l a  ré invas ion e t  l e  

développement i n t r a - é r y t h r o c y t a i r e  du parasi t e .  Une b a t t e r i e  d  ' an t i co rps  

monoclonaux a n t i  -Schistosoma mansoni o n t  une a c t i  v i  t é  cy to tox ique v i s -à -v i s  

des schistosomules s o i t  en présence de complément, s o i t  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  

des ce1 l u l e s  e f f e c t r i c e s  ( "ADCC" c y t o t o x i c i  t é  dépendante d  ' an t i co rps )  

(VERWAERDE e t  co l  1. , 1979). Ces études permett ront  1  'analyse f i  ne des 

mécanismes e f f e c t e u r s  a n t i - p a r a s i t a i r e s  dépendants d 'an t i co rps  (GRZYCH 

e t  c o l l  . , 1982) e t  probablement aussi 1  ' i d e n t i f i c a t i o n  des ant igènes 

pro tec teurs  de 1  ' hôte. 



CHAPITRE I I I  . 



3.1. Animaux 

La majeure p a r t i e  des expériences o n t é t é  réa l i sées  sur  des sou r i s  

consanguines Balb/C mâles e t  femelles âgées de 8 à 12 semaines provenant 

de l ' é levage  de l ' I n s t i t u t  Pasteur de L i l l e .  

La souche v i r u l e n t e  RH de T. gond i i  e s t  entrenue chez des sou r i s  

Swiss (Groseck ; Lewarde). 

3.2. Obtent ion e t  e n t r e t i e n  des paras i tes  

Le maté r ie l  p a r a s i t a i r e  u t i l i s é  dans l e  présent t r a v a i l  p r o v i e n t  

de l a  souche RH v i r u l e n t e ,  c e t t e  souche e s t  entretenue par  passage bihebdo- 

madaire chez l a  sou r i s  porteuse d'une tumeur d ' a s c i t e  i n d u i t e  par des 

c e l l u l e s  T.G. 180. 

3.2.1. Isolement à ~ a r t i r  de l ' a s c i t e  

Les tachyzo i tes  sont prélevés pa r  lavage i n t r a p é r i t o n é a l  avec 

8 m l  de m i  1 i e u  de c u l t u r e  (MEM-EAGLE, 1959) ( c f  annexe 2) ,  1 a suspension 

8 9 a i n s i  obtenue peut con ten i r  de 10 à 10 tachyzoites/ml . E l l e  e s t  souvent 

contaminée pa r  des c e l l u l e s  d ' a s c i t e  e t  par des hématies. Sont . retenus pour 

nos expériences, l e s  lavages renfermant moins d'une c e l l u l e  pour 100 z o i t e s .  

8 La suspension f i n a l e  e s t  a jus tée à 2 x 10 zo i tes .  E l l e  e s t  lavée 3 f o i s  

par  cen t r i f uga t ion  à 600 g pendant 10 min. dans l e  tampon PBS-IF ( c f  annexe 1)  - 
e t  p u r i f i é e  par  f i l t r a t i o n  sur  membrane de polycarbanate de 3 m (Nucleopore Y 
Corp., Plesanton, Cal if. ) , selon HANDMAN e t  co l1  . (1980). 



3.2.2. Isolement a p a r t i r  de ce1 l u l e s  en cu l t u re  

Pour certa ines expéri ences, nous avons i sol é 1 es tachyzoïtes déve- 

loppés i n  v i t r o  sur c e l l u l e s  Hela infestées. 

Un f lacon de 75 cm3 (de type FALCON ou CORNING 25110 FlasK HA 30) 

8 de ce l l u l es  Hela confluentes es t  i n f es té  par 10 tachyzoïtes iso lés  d ' asc i t e  

de sour i  S. 1 

Apres 24 à 30 heures, l e  t ap i s  es t  remis en suspension dans l e  

m i l i e u  de cu l ture ,  l e s  ce l l u l es  sont éclatées par ac t ion mécanique avec un 

homogénéi sateur type Dounce, 1 i bérant a i n s i  l es  parasi tes ; l a  suspension I 

8 1 

obtenue renferme de 3 à 4 x 10 zoî tes e t  es t  f i l t r é e  sur f i b r e s  de ver re  1 

I 

selon l a  technique de GRINWOOD e t  c o l l .  (1979). L ' é l u a t  es t  cen t r i fugé  à i 
l 

600 g pendant 10 min. e t  lavé 2 fo is  en PBS. Nous obtenons a i n s i  environ i i 

8 1 

2 x 10 tachyzoïtes exempts de t ou t  contaminant c e l l u l a i r e  à l ' observa t ion  en I I 

1 
microscopie à contraste de phase. 1 

3.3. P r é ~ a r a t i o n  de 1 ' e x t r a i t  antiaéniaue soluble 

Cette préparat ion e s t  réa l i sée  à p a r t i r  de l a  souche RH de T. gondi i .  

8 Apres 3 jours  d ' i n f e c t i o n  des souris, 4 à 6 x 10 tachyzoïtes sont r e c u e i l l i s  

par 2 lavages i n t r a p é r i  tonéaux avec environ 15 m l  de m i l i eu  Hanks Wall ace 

pour chaque souris. Les parasi tes sont lavés 7 f o i s  avec du Hanks Mal lace  

par cen t r i fuga t ion  à 800 2 e t  remis en suspension dans de 1 'eau d i s t i  11 ée 

6 a ra ison de 5 x 10 paras i  tes/ml puis congelés à -20°C e t  décongelés à 37OC. 

Ensuite, une u l t rason ica t ion  es t  ef fectuée 3 min. à 50 W.-20 KHz dans un 

appare i l  (A. Post Type 20-200 SV, sonotrope T. 1OT). L '  homogénat est  recongelé~ 

e t  a jus té  l a  mo i t ié  du volume i n i t i a l  par une so lu t ion  de NaCl 1 O/,,. 

Cet te suspension es t  cent r i fugée il 10 000 2 pendant 1 h à 4OC. Le surnageant 

e s t  d ia lysé contre de 1 'eau d i s t i l l e e  pu is  l y o p h i l  i sé .  L ' e x t r a i t  antigénique 



soluble con t ien t  environ 1.9 mg/ml de protéine déterminée par 1 a technique 

BIO-RAD (protein-assay) . 

3.4. Protocole d ' i n f e c t i o n  

Les cerveaux de sour is contenant environ 400 pseudokystes/ml de 

l a  souche chronique 76 K de T. gondi i  sont prélevés, lavés e t  broyés 

doucement dans un homogénéi sateur type Potter .  Chaque sour i  s est i nocul ée 

par voie in t rapér i tonéale  avec une suspension correspondant à 20 pseudo- 

kystes. D i x  groupes de sour is Bal b/C femelles ont  é té  infestés., a f i n  

d 'é tud ie r  l a  c inét ique d 'appar i t i on  des ant icorps spécif iques. Une i n j ec -  

t i o n  de rappel par voie intraveineuse es t  réa l i sée  3 jours  avant l a  

mani pu1 a t i o n  d '  hybr idat ion avec 100 )ig d ' e x t r a i t  antilgënique soluble de 

T .  gondi i  chez l e s  sour is présentant des t i t r e s  d 'ant icorps les  p l  us 

é l  evés en immunof 1 uorescence i n d i  rec te  . 

3.5. Hybr idat ion c e l l u l a i r e .  Conditions de cu l tu re  

Le choix e t  l a  qua l i t é  des mi l i eux  de cu l tu re  sont  des facteurs 

déterminants pour 1 'hybr idat ion ce1 l u l a i r e  e t  l a  production d 'ant icorps 

monoclonaux. Ces condi t ions de cu l t u re  c e l l u l a i r e  doivent  permettre l e  

maint ien de d i f férentes 1 ignées ce1 l u l a i r e s  dans un é t a t  physiologique l e  

p l  us favorable à 1 'obtent ion d 'un pourcentage d 'hybr idat ion important e t  

à l a  sécrét ion optimale d'imnunoglobul ines. La nature, l a  composition e t  

1 ' u t i  1 l s a t i o n  des d i f f é r e n t s  m i l  ieux de cul  tu re  employés dans notre t r ava i  1 

sont réunies dans 1 'annexe 2 .  



3.5.1. U t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  nour r i c iè res  

Certaines étapes dé l ica tes de l a  production d 'ant icorps monoclo- 
1 

naux, notamnent l a  phase de sé lect ion des hybrides e t  1  a  phase de clonage, 1 
requièrent  l a  présence d 'un tap is  de ce1 1 u les  nourr ic ières issues du lavage 

de l a  cav i té  pér i tonéale de sour is Bal b/C. Les ce l l u l es  nourr ic ières sont 

composées essentiel lement d'une monocouche de f ib rob lastes e t  de rnacro- 

phages. Ces ce1 1 ules nour r i c iè res  présentent deux avantages : d'une par t ,  

e l l e s  l i b è r e n t  dans l e  m i l i e u  de nombreux métabolites, favor isant  l a  c ro is -  

sance des hybrides e t  pa r t i c i pan t  également au maint ien d  'un pH physiologique 

favorable au développement ce1 l u l a i r e  ; d 'au t re  part,  l a  présence de macro- 

phages dans l e  tap is  ce1 1  u la i re ,  permet 1  ' é l  iminat ion rapide des débr is  

ce l l u l a i r es .  

Les ce1 1 ules obtenues à p a r t i r  d'une sour is sont m i  ses en suspension 

dans 12 m l  de m i l i e u  A puis sont répar t ies  s o i t  dans les  24 alvéoles d'une 

plaque de cu l t u re  ce1 1  u i a i r e  de type Nunc -Denmrk (Ref 143982), s o i t  dans 
. - 

deux plaques de 96 alvéoles de type Limbro-Chemical Co., Hamden, Conn. 

(Ref. 76-00305). Après une incubat ion de 48 heures à 37OC en atmosphère 

humide à 5  % de CO2, l e s  ce1 l u l e s  non adhérentes sont é l  irninées par 

asp i ra t ion  du surnageant de cu l ture .  

3.5.2. Lignée ce1 1 u l  a i  r e  rnyél omateuse 

Pour nos expériences de fus ion ce1 l u l a i r e ,  nous avons u t i l i s é  l a  

1  i g h k  myélomateuse Sp2/0 dérivée d 'un myélome de sour is Bal b/C (SHULMAN 

e t  co l l . ,  1978). Ces c e l l u l e s  non sécrétantes sont rés is tantes à 20 pg/ml 

de 8  azaguanine e t  présentent une déf ic ience en hypoxanti ne-guanine-phos- 

phoribosyl-transferase (HGPRT) ; e l l e s  sont  donc sensibles au systeme de 

sé lec t ion  de LITTLEFIELD ( c f  chap i t re  2.2.1 .). 



Les ce1 1 u l  es pr ises en phase exponentiel 1 e de croissance, sont 

lavées 2 fo i s  par l e  m i l i e u  B pour é l iminer  l e  sérum de veau foe ta l  qui 

inh ibe l a  fusion c e l l u l a i r e .  

3.5.3. Ce1 1 u l  es immunes 

E l l es  proviennent du broyage de l a  r a t e  de 2 sour is  infectées par 

T. gondi i  depuis 14, 21 e t  36 jours respectivement. 

Le cu lo t  de c e l l u l e s  spléniques obtenu après 2 lavages par c e n t r i -  

fugat ion avec l e  m i l i e u  B e s t  r e p r i s  par 8 m l  du même mi l i eu .  Cette suspen- 

s ion es t  déposée à l a  surface d'un gradient  de F ico l l /mét r izoate  de sodium 

composé d'une couche de 8 m l  d'une sol  u t i on  à 9,6 % (p/v) de métr izoate 

e t  à 5,6 % (p/v) de F i c o l l  e t  d'une couche de 2 m l  d'une so lu t ion  à 7,7 % (p/v) 

de métr izoate e t  à 4.5 % (p/v)  de F i c o l l .  

Après 10 min. de cen t r i fuga t ion  à 800 2, l e s  hématies e t  débr is 

t i ssul a i res  sédimentent au fond du tube. Les lymphocytes sont récupérés dans 

l a  couche intermédiaire du gradient  e t  sont lavés deux f o i s  par 50 m l  de 

m i l i e u  B. 

3.5.4. La fus ion c e l l u l a i r e  

La technique de fus ion c e l l u l a i r e  u t i l i s é e  s ' i n s p i r e  des travaux de 1 
I 

HOWARD e t  co l  1. (1978), :Mc KEARN e t  col  1. (1978) e t  CLEVINGER e t  co l  1. (1978). 

3.5.4.1. Agent de fus ion 
l 

L'agent de fus ion u t i l i s é  e s t  l e  polyéthylène g lyco l  (PEG) diméthyl- 

su l fox ide  (DMSO). Trente grammes de PEG 1500 sont dissous dans 42 m l  de tampon 1 
phosphate 10 mM, NaCl 15 mM pH 7,2 e t  0,2 m l  de OMSO. La so lu t ion  e s t  s t é r i l i s é e  1 
à 1 ' autocl ave 15 m i  n. à 120°C 



3.5.4.2. Protocole de fusion 

Les cellules myélomateuses sont ajoutées aux cellules spléniques 

dans un rapport de 1 pour 5. Le culot cellulaire mixte obtenu après centri- 

fugation à 400 g pendant 5 min. es t  t r a i t é  par 1 ml de la solution de PEG/DMSO 

ajoutéeen une minute sous agitation douce puis 1 ml e t  20 ml de milieu B 

ajouté en une minute e t  4 minutes respectivement. Les cellules sont ensuite 

1 avées en m i  1 i eu B pour él iminer 1 'excès de PEG/DMSO. A par t i r  du culot ce1 1 u-  
5 l a i re  final,  une suspension contenant 5 x 10 cellules/ml e s t  réalisée en 

milieu A. Des fractions aliquotes d 'un  ml de cette suspension sont réparties 

par alvéole de plaque de culture cellulaire de type Nunc (24 alvéoles) conte- 

nant des ce1 lules nourricières. Les plaques sont incubées en atmosphère humide 

à 5 % de COp e t  à 37OC. 

3.5.5. Sélection des hvbrides 

1 
Cette sélection comnence 24 heures après l 'étape de fusion cellulaire. ; 

Dans chaque alvéole, 1 ml de mil ieu A es t  remplacé par le  mil ieu HAT. Cette ! 
opération e s t  répétée les deux jours suivants puis tous l es  cinq jours. Au 

bout de 15 à 21 jours, l e  milieu HAT peut être progressivement remplacé par 

l e  milieu HT puis par l e  milieu A. 

3.5.6. Clonage cellulaire 

Nous avons choisi pour l e  clonage, la technique de dilution limite 

qui consiste à répart ir  50 )il d'une suspension ce1 1 ul aire contenant 20 ce1 1 u- 

les/ml dans chaque alvéole d'une plaque de clonage Type Lirnbt-0 (96 al véoles) 

contenant des cellules nourricières. Après 24 heures de culture à 37"C, 5 % 

de C O p ,  100 )il de milieu sont ajoutes dans chaque alvéole. Le mil leu est 



renouvelé tous l e s  5 jours. Les plaques sont observées au microscope inversé 

de maniére à v é r i f i e r  l a  monoclonalité des cul tures.  Les premiers clones 

1 apparaissent 8 à 15 jaurs  plus tard,  l a  sé lec t ion des clones s'opère sur l e  

surnageant des a l  véol es présentant un c l  one unique. Les c l  ones producteurs 

d 'ant icorps spécif iques sont sélectionnés e t  mu1 t i p l  i é s  par  t r a n s f e r t  

progress i f  dans des alvéoles p lus  grandes. Le clonage es t  répété p lus ieurs  

f o i s  pour assurer 1 a monoclonal i t e  des ce1 1 ules e t  a f i n  d ' é l  i m i  ner l e s  éven- 

tue ls  mutants pouvant survenir  au cours de l a  m u l t i p l i c a t i o n  c e l l u l a i r e .  

3,6. I d e n t i f i c a t i o n  des hybrides producteurs d 'ant icorps a n t i  -T. gond1 I . . 

Cette étude a é té  réa l i sée  sur l e s  surnageants de cul ture,  testés 

simultanément par une technique d'immunofluorescence i nd i r ec te  ( 1  .F. 1. ) e t  

par une technique d'Enzyme Linked Immunosorbent Assay (E. L. 1. S.A. ) . 

3.6.1. Imunofluorescence i nd i r ec te  ( I .F . I . )  

La f i x a t i o n  spéci f ique des anticorps, synthétisés par 1 es popul a- 

t i ons  ce1 l u l a i r e s  hybrides, sur des mot i f s  a n t i  géniques présents au niveau 

des tachyzoïtes e s t  révélée par. un a n t i  sérum spécif ique des immunogl obul ines 

de sour is  préparé chez l e  mouton, ou chez l a  chèvre marquées à 1 a fl uores- 

c é i  ne. 

- Préparation des lames 

Les tachyzoïtes provenant de 1 ' asc i t e  de sour is sont f i l t r é s  sur 1 
papier (Folded-Fi l  t e r  595 1/2 : 125 mm Schleidher-Schüll GmbH RFA) e t  lavés 1 

1 
7 f o i s  en tampon phosphate isotonique (PBS-IF) ( c f  annexe 1). 3 x 106 tachy- 1 
zoftes/ml sont f i x é s  pendant 10 min dans une so lu t ion  de formol 2 % en PBS. 



6 
Apr& 2 lavages en PBS, 25 )il d'une suspension contenant 5 x 10 parasi tes/ml 

de PBS sont déposes sur des lames porte-objet  (Bioservice, IPL). Les lames 

sont séchées a 28OC e t  conservées à température ambiante en présence d'un 

dessicateur (CaC12) jusqu'a 1 eur u t i l i s a t i o n  (maximum : un mois). 

- Réaction d' immunofl uorescence 

Vingt  pl de surnageant de cu l t u re  (concentré 5 f o i s  par l y o p h i l i s a -  

t i o n )  sont déposés sur l e s  lames. Après 30 min. de contact à température 

ambiante, l es  lames sont lavées 3 f o i s  pendant 10 min. en PBS. 

La révé la t ion  de l a  réact ion s 'e f fec tue respect ivemnt  avec 20 )il 

d '  un antisérum spéci f ique d '  immunogl obul ines de sour is préparé chez 1 a chèvre 

( f r a c t i o n  1gG anti- IgM p spéci f ique de souris, CAPPEL) marqué à l a  f l  uoresceine 

et/ou par un a n t i -  sérum spéci f ique des immunoglobulines de souris préparé chez 

l e  mouton (New England) marqué à 1 a f l  uorese6iTne di.1 ué au 1/40ème dans une 

sol  u t i o n  de Bleu d'Evans au 1/10 000ème. Après 30 min. d '  incubat ion à 1 'obsci i r i  t é  

l 'excès d'antisérum f luorescent e s t  é l iminé par 3 lavages de 10 min. dans 

du tampon PBS. Les préparations sont recouvertes avec une goutte de g lycéro l  

50 % (v /v )  en PBS e t  observées au microscope doté d'une source de lumière 

U.V. 

L 'expression des r6su l t a t s  s'effectue en c ro i x  de O à 5, selon 

1 ' i n t e n s i t é  de l a  fluorescence observée. Les témoins u t i  1 i sés sont t r a i t é s  

dans l e s  mêmes condi t ions:  Dans chaque lec ture ,  nous avons i nc l us  un sérum 

de sour is saine d i l u é  au 1/50Gme, du surnageant de cu l tu re  de ce1 l u l e s  myélo- 

mateuses concentré 5 f o i s  par l yoph i l i sa t ion ,  e t  c o r n  témoin p o s i t i f  un 

sérum de souris infestée d i  1 ué au 1/50ème e t  1/150ème. 



- La react ion d' 1 .F. 1. a é té  aussi réa l isée en phase 1 iqu ide avec des tachyzolte 

v ivants provenant d 'asc i tes  apres p u r i f i c a t i o n  par f i  1 t r a t i o n  ( c f  3.2.1. ) . Après 

lavages par cen t r i fuga t ion  à 800 g pendant 10 min. dans du tampon PBS contenant 
7 1 % de sérum de mouton, une suspension de 10 parasi tes en 500 pl e s t  r épa r t i e  

dans chaque tube e t  incubée pendant 30 min. à température ambiante avec 40 p l  

de surnageant de cu l t u re  concentré 5 f o i s  par lyophi  1 i sat ion ou 25 y 1  de 

l i q u i d e  d 'asc i te  ; nous avons u t i l i s é  comme témoin négat i f  un surnageant 

de ce1 1 ules myélomateuses, un 1 iquide d 'asc i te  sans a c t i v i t é  a n t i  -T. gondi i , 

a i n s i  que du sérum de sour is saine d i l ué  au 1/50ème, 1/150ème e t  1/450eme. Le 

témoin p o s i t i f  e s t  un sérum de sour is d ' i n f e c t i o n  dans l e s  mêmes d i l u t i o n s .  

Après 2 1 avages en PBS, 80 pl de conjugué d i l ué  au l/lOeme sont incubés pendant 

30 min. à température ambiante puis lavés 2 f o i s .  Le cu lo t  parasi t a i r e  es t  

r e p r i s  dans l e  volume i n i t i a l  puis observé au microscope de fluorescence. 

3.6.2. Technique immunoenzymatique : Enzyme Linked Immunosorbent Assay E. L .  1. S./ 

Le p r inc ipe  de ce t t e  technique consiste à détecter  des ant icorps qui 

se f i x e n t  spécifiquement aux antigenes adsorbés sur un support sol i de .  La 

réac t ion  es t  révélée par un antisérum spéci f ique d'immunoglobulines de souris, 

marqué à l a  péroxidase. 

Le support u t i l i s é  dans notre t r ava i  1 sont des plaques r i g i d e s  

en polystyrène (Dynatechlab. , Inc., ré f  M-129B). 



- Préparation des plaques 

Cent pl par alvéole d'une solution d'extrait antigénique soluble 

à 30 pg/ml ( p / v )  sont incubés une nuit à 4°C. Les plaques sont lavées 3 fois 

i en PBS-Tween 20 (0,05 % ; v / v )  ; les sites d'adsorption restant sur la paroi 

des alvéoles sont saturés par 200 pl d'al bumine sérique bovine à 2 % ( p / v )  

pendant 2 heures àtempérature ambiante. Les plaques sont lavées 2 fois en 

l PBS-Tween e t  une fois en PBS puis séchées e t  conservées à 4 O C  jusqu'à leur 

utilisation. 

- Révélation enzymatique 

Cent ,ul de chaque surnageant à tester sont incubés 3 h à 

37OC dans Tes alvéoles. Après 3 lavages en PBS-Tween, chaque alvéole reçoit 

100 pl d'antisérum spécifique des imunoglobul ines de souris marquees à la 

1 péroxidase (Institut Pasteur-Production) et/ou 1 'anticorps de chèvre I 
l 

anti-IgM, Fc (Nordic) di 1 ué au 1/2500ème e t  1/5000eme respectivement en PRS-Tween 

Après 3 h de contact à 37OC, les plaques sont lavées avec du PBS-Tween; . 

l 

la réaction es t  révélée par 100 ~1 de substrat ( 9  mg O-Phenyl diamine O.P.D. 

+ 0,2 ml d1H2O2 0,3 % pour 25 ml de tampon phosphate-citrate (cf annexe 3) ,  

solution préparée extemporanément. L'incubation est réalisée pendant 30 min. 

à 1 'abri de la lumière, la réaction est arretée par 100 pl d'une solution 2 N 1 
l 

d ' H2S04. 

La lecture de la densité optique est  réalisée à 492 nm dans un 

apparei 1 type Ti tertek Mu1 t i  skan (Fl ow-Lab) . Les résul tats exprimés corres- 

pondent à la moyenne arithmétique de 2 essais. 

Dans le cas particulier des hybrides producteurs des immunoglo- 

bulines de la classe IgM, les surnageants de culture o n t  été traités par 

100 pl d'une solution de Z-mercaptoéthanol 0,l M. Ces surnageants sont testés 

dans les conditions décrites précédemment. Dans ce cas, un conjugué 



d'antisérum spécifique d '  immunoglobulines de souris f ract ion IgG, ou IgM ou 

Ig totales  marqués à l a  péroxydase e s t  u t i l i s é .  

Dans chacune de nos expériences, nous avons inclus comme témoins 

I négatifs l e  surnageant de culture des cellules myélomateuses pur e t  l e  sérum 

de souris saine dilué en PBS au 1/50ème, 1/150ème,1/450ème e t  1/1350ème. Le 

1 témoin posi t i f  e s t  un  sérum de souris d ' infection u t i l i s é  aux mêmes dilutions.  

3.7. Production massive d'anticorps monoclonaux 

L'étude des ac t iv i tés  biologiques des anticorps monoclonaux 

exigent l a  production massive de ces anticorps. Ne disposant pas d'une 

unité de cul ture  ce l lu la i re  continue, nous avons choisi de produire ces 
6 anticorps in vivo par induction de tumeurs intrapéritonéales. 5 x 10 cellu- 

1 es  hybrides sont injectées par voie i ntrapéri tonéal e chez des souris Bal b/c 

ayant reçu une semaine auparavant par voie intrapéritonéale 0,5 ml de pr is-  

tane ( 2 ,  6, 10, 14 tetraméhtyl pentadecane) ; l e  pristane favorise l e  

développement des tumeurs i ntrapéri tonéal es (POTTER e t  col 1 . , 1973). Huit 

à 15 jours après 1 ' in ject ion des ce l lu les  hybrides dans l a  cavité abdominale, 

3 à 5 ml de liquide d ' a sc i t e  contenant ll'anticorps à une concentration d'en- 

viron 5 mg/ml sont obtenus. Cette opération peut ê t r e  répétée 2 à 3 fois au 

maximum chez l e  même animal. Cependant les  ce11 ules hybrides obtenues après l 

centrifugation du 1 iquide d ' a sc i t e  peuvent ê t r e  réinjectées directement par 

voie intrapéri  tonéale de façon à maintenir 1 a production d'anticorps mono- 

clonaux. Les liquides d ' a sc i t e s  centrifugés à 800 g sont répart is  en frac- - 
t ions aliquotes, conservées à -20°C e t  à -70°C jusqu'à leur  u t i l i sa t ion .  



3.8. A c t i v i t é  b io log ique i n  v i  trn des ant icorps  monoclonaux 

L '  épreuve diagnost ique en b leu  de méthylène "Dye testl',dével oppée 

par SABIN e t  FELDMAN (1948),est considérée comme l a  p l u s  valable en r a i s o n  

de sa s p é c i f i c i t é  e t  de sa s e n s i b i l i t é  ; e l  l e  e s t  acceptée comme t e s t  de 

référence dans l a  toxoplasmose. 

Ce t e s t  met en évidence l e  pouvoir  l y t i q u e  d 'un sérum imnun v i s -à -v i s  

du parasi  te .  

L 'ant igène e s t  cons t i t ué  de toxoplasmes v ivants  provenant d 'un  exudat 

pér i tonéa l  de sour i  s  ; 1 es ant icorps  spécif iques(recherchés dans l e  sérum 

de malade) après i n a c t i v a t i o n  à 56OC pendant 30 min, se f i x e n t  su r  l e  paras i te  

e t  l e  s e n s i b i l i s e  à 1 ' a c t i o n  l y t i q u e  du complément qu i  e s t  -apporté par  l e  

sérum d '  i n d i v i d u s  dépourvus d 'an t i co rps  spéci f iques ; ce sérum e s t  appelé 

facteur accessoire. 

Les r é s u l t a t s  sont  déterminés par  comptage des tachyzol tes ; l e s  para- 

s i t e s  i n t a c t s  sont co lorés  par  l e  b leu  de méthylène, tand is  que l e s  paras i tes  

lysés perdent l e u r  a f f i n i t é  par  l e  co lorant .  

Pour no t re  t r a v a i l ,  un fac teu r  accessoire provenant de sérum humain 

a é t é  obtenu chez des ind i v idus  n 'ayant  pas d 'an t i co rps  ant i -T.  g o n d i i .  

Le dye- test  de SABIN e t  FELDMAN (1948) sur  microplaque selon FELDMAN 

e t  LAMB (1966) e s t  r é a l  i s é  sur  plaques Microt i ter-U-Form. A p a r t i r  de 25 pl 

de sérum ou de 1 i q u i d e  d ' a s c i t e s  pour l e s  an t i co rps  monoclonaux, une s é r i e  

de d i l u t i o n s  e s t  r é a l i s é e  dans du tampon phosphate physiologique à pH 7 

(F ixanal  , Riedel -De Haën) . 
Un sérum p o s i t i f  confirmé e s t  i n c l u s  comme con t rd le  de t i t r e  a f i n  

d 'éva luer  l e s  cond i t ions  du t e s t .  



L'exudat pér i tonéal  a é té  obtenu chez des sour is après 3 jours  d ' i n fec -  

t i o n  par l a  souche R.H. de T. gondi i . Soixante quinze pl d'un mélange conte- 

1 nant 10 % d 'asc i tes  de sour is e t  35 % de fac teur  accessoire humain en tampon 

phosphate physiologique sont ajoutés à chaque alvéole. Après ag i t a t i on  ,les 

plaques sont incubées pendant une heure à 37OC,' ensui t e  50 pl d'une so lu t ion 

a lca l ine  f ra i che  de bleu de méthylène à pH 11 sont a joutés e t  l e  mélange 
1 

l 
l 

l e s t  incubé une n u i t  à tenperature ambiante. 

Le comptage de parasi tes v ivants  ou lyses est  e f fec tue dans un mélange I 

b ien homogène entre lame e t  lamel le à un grossissement de 500 X. I 

Le t i t r e  f i n a l  correspond à l a  dernière d i l u t i o n  montrant un pourcen- 

I tage égal ou supérieur à 50 % de parasi tes v ivants.  
l 

3.9. Caractér isat ion des ant icorps monoclonaux 

La technique de double d i f f u s i o n  en gel déc r i t e  par OUCHTERLONY (1958) 1 
I 

a  permis 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  de 1 ' isotype des ant icorps monoclonaux montrant l 
1 
I 

une s p é c i f i c i t é  anti-T. gondi i .  La réact ion de double d i f f u s i o n  e s t  effectuée 1 
\ en gel d'agarose (INDUBIOSE A 37 - Indus t r ie  Biologique Française) préparé 
l 

à 1 % en tampon b a r b i t a l  sodique pH 8,2. On découpe à 1 'emporte-pièce un 

pu i t s  cen t ra l  dans 1 equel sont déposés 200 pl de surnageant de cul tu re  

(concentré 10 f o i s  par lyophi 1 i sat ion) . Les p u i t s  périphériques reço ivent  

20 ~1 des antisérums (anti- IgA, anti-IgM, a n t i  -1gG1, IgGZa, IgGZb, IgG3) 

de souris (Nordic T i  1 burg-Neederlands) . Après une d i f f u s i o n  de 48 heures 

à température ambiante e t  en chambre humide, l e s  lames sont lavées 24 h dans 

une so lu t ion  de c i t r a t e  de sodium à 5 % (p/v), pu is  48 h dans une 

so lu t ion  de NaCl 9 Le gel e s t  f inalement recouvert d'un papier  

Whatman N o l  humid i f ié  pour sa déminéral isat ion, séché e t  coloré par 

1 ' ami doschwarz. 



3.10. Pur i  f i  cat ion des ant icorps monocl onaux 

Les ant icorps monoclonaux obtenus appartiennent aux sous-classes IgG1, 

IgG2b e t  IgM ; nous avons u t i l i s é  deux méthodes de pu r i f i ca t i on .  

3.10.1. P u r i f i c a t i o n  d'immunoglobulines de l a  classe IgG 

Les imnunoglobul ines on t  é té  p u r i f i é e s  à p a r t i r  d 'asc i tes  de sour is 

contenant l es  ant icorps monoclonaux selon l e  protocole suivant : 

l è r e  étape : Préci p i  t a t i o n  par l e  su l f a te  d'ammonium 

L 'asc i te  es t  d i l uée  au demi par une so lu t ion  d'eau physiologique. 

Les ant icorps de classe IgG sont p réc ip i tés  à 50 % de )satura t ion f i n a l e  

en su l fa te  d'ammonium. 

La p r é c i p i t a t i o n  dure 30 min e t  l e  cu lo t  sédimenté par cen t r i fuga t ion  

à 2200 g  pendant 15 min, es t  r ep r i s  dans l e  volume i n i t i a l  en eau physio- - 
1  ogique. 

Une deuxième p réc ip i t a t i on  par l e  su l f a te  d'ammonium est  conduite 

comme précédemnent, l e  c u l o t  f i n a l  es t  dissous dans un volume d'eau physio- 

logique égal à l a  mo i t i é  du volume i n i t i a l  de 1  ' asc i t e  t r a i t ée .  

Cette so lu t ion  es t  d ia lysée pendant 24 h contre une so lu t ion  de NaCl 

9 O/,, , e t  48 h contre du tampon T r i  s-HC1 (0,05 M-pH 7,4). 

2ème étape : La so lu t i on  dialysée es t  passée sur une colonne échangeuse 

d ' ions type DEAE t r i s a c r y l  (1 .B.F.) de C 16x20 mm. Les protéines sont  éluées 

par du NaCl va r ian t  de 0,05 M à 0,5 M dans du tampon Tris-HC1 (0,05 M-pH 7.4) 
- 

( f i gu re  2 ). Le premier p i c  de densité opt ique cont ient  l a  p l upa r t  des IgG 

presentes dans l e  l i q u i d e  d 'asc i te  de depart ; ce t t e  f r a c t i o n  e s t  co l lec tée  





e t  concentrée dans une ce1 l u l e  Amicon (Mode1 52 ; à 75 PSI Max) munie d'une 

membrane PM10. 

3.10.2. P u r i f i c a t i o n  d'immunoglobulines de 1 a classe IgM 

La technique d é c r i t e  par BAZIN e t  c o l l .  (1974) a été appliquée à l a  

p u r i f i c a t i o n  des ant icorps de l a  classe IgM. Ces ant icorps sont p réc ip i tés  

à p a r t i r  d 'asc i tes  d i  1 uées au demi en eau physiologique, à deux repr ises,  

à 40 % de saturat ion en su l f a te  d'ammonium. 

Le préci  p i  t é  f i n a l  es t  dissous en tampon Tris-HC1 0,005 M pH 8, NaCl 

2 % (p/v) NaN3 1 % (p/v)  e t  d ia lysé 48 h dans l e  même tampon. La so lu t ion  

dialysée e s t  déposée sur une colonne de gel f i 1  t r a t i o n  de type ACA 44 
- 

C 26 x 100 mm. Les protéines sont éluées par l e  tampon epsi lon ( c f  annexe 6) 

Le premier p i c  obtenu correspond aux IgM (Figure 3 ) .  

3.11. Yarquage des ant icorps monoclonaux 

Les anticorps p u r i f i é s  sont marqués à 1 ' l Z 5 1  par l a  technique de l a  

Chloramine T selon Mc CONAHEY e t  D I X O N  (1966). 

Cent p g  d' une so lu t i on  de protéines sol u b i l  isées dans 100 pl de 

tampon PBS (0,05 M pH 7,4) sont mélangés à 200pCi  de 1 2 5 ~  (Amersham-Buckin- 

gamshire, France). Le marquage es t  e f fec tué par add i t i on  de 50 p l  de chlora- 

mine T ( 1  mg/ml en PBS 0,05 M pH 7,4). Après 2 il 3 min d ' ag i t a t i on  

douce, l a  réact ion e s t  ar rê tée par add i t ion de 100 1 de métab isu l f i t e  de P 
sodium ( 1  mg/ml en PBS 0,05M) pu is  50 p l  d '  Iodure de sodium ( 1  mglm1 en 

PBS-0,05M). 

Les molécuies di  non coupiéei sont é i  iminées par gel f i l t r a t i o n  
1 

i 

sur  une colonne de Séphadex G-25 (PD 10, PHARMACIA) équ i l ib rée dans du PBS 

0,05 M contenant 2 % d ' a l  bumine bovine e t  de 1 'azoture de sodium 0,01 % I 

1 





(p/v). L ' é l u t i o n  es t  effectuée avec l e  même tampon e t  des f r ac t i ons  a l i -  

quotes de 0,5 m l  sont r e c u e i l l i e s  à l a  s o r t i e  de l a  colonne. Les f ract ions 

contenant l e s  ant icorps marqués sont r é p a r t i s  en f r a c t i o n  a l iquotes e t  

conservées à - 70eC. 

3.12. Caractér isat ion des antigenes c ib les  

L' isolement e t  l a  caractér isat ion de(s) molécule(s) por tan t  les  déter- ~ 
minants antigéniques reconnus par nos ant icorps monoclonaux on t  é té  envi-  

sagés par 1 es techniques d '  immunopréci p i  t a t i o n  e t  de t r a n s f e r t  sur n i  t r o -  

ce1 1 ulose. L'analyse de pradui t s  antigëniques p u r i f i é s  selon ces deux 
i 

techniques a é té  réa l i sée  en gel de polyacry l  amide SDS. 

Matér ie l  antigénique 

1 
1 Le matér ie l  antigénique u t i l i s é  pour 1 a formation d'immun complexes 

prov ient  de tachyzoPtes de cu l tu re  préalablement marqués à 1 ' 1 2 5 ~  ou à 

1 ' 3 5 ~ .  methioni ne. 1 
l 

3.12.1. Marquage de protéines de surface i 

Les protéines de surface de T. gondi i  sont marquées par 1 ' 1 2 5 ~  selon 

l a  technique de l a  lactopéroxydase décr i  t e  par MARCHALONIS e t  co l1  . (1971). ' 

Les tachyzoftes d ' asc i t e  e t  l es  tachyzoites issus de ce1 1 ules Hel a en cul t u r e  
' 

7 sont mis en suspension à l a  concentrat ion de 10 / m l  e t  sont lavés 3 f o i s  l 

l 

en PBS 0,01 M pH 7,4 par cen t r i fuga t ion  à 600 g. Le cu lo t  pa ras i t a i r e  e s t  - 
r e p r i s  dans 200 p l  de PBS auxquels sont addit ionnés successivement 10 p l  

eau d i s t i l l é e  e t  10 ~l(lms/nl) , 1 actopéroxydase (Cal biochem Agrade) . Le 
l 



1 marquage es t  r 6 a l i s é  à O°C pendant 15 min sous a g i t a t i o n  constante. La 

réact ion e s t  arretée par add i t i on  de 100 p l  de Na1 (6.6 mglml). Les tachy- 

zoïtes a i n s i  t r a i t é s  sont lavés 3 f o i s  par cen t r i fuga t ion  à 600 g pendant 
C 

15 min dans 30 m l  de PBS, 1 e dernier  cu lo t  e s t  r e p r i s  dans 200 p l  de tampon 

de lyse ( c f  annexe 4 ) .  Après une incubat ion d'une heure à 4"C, l a  sus- 

pension e s t  centr i fugée 15 min à 10 000g.Le surnageant cont ient  l e s  - 
antigènes de surface marqués qui  vont Otre u t i l i s é s  dans l e  t e s t  d ' i ~ u n o -  

préc i  p i  t a t i  on. 

3.12.2. Marquage de protéines nat ives 

Les protéines de T. gondi i ont  é té  marqués i n  v i  t r o  par incorporat ion 

de méthionine marqué à 1 1 3 5 ~  (Amhersham)L- 3 5 ~  methi onine, a c t i v i t é  [: 1 
spécifique (1500 Ci/mmol, 11.9 m C i / m l ) .  Mous avons r é a l i s é  deux types 

de marquage. 

6 Vingt  c inq m l  d'une suspension contenant 150 x 10 tachyzoites sont 

1 lavés 2 f o i s  dans du PBS e t  une f o i s  dans du m i  1 ieu MEM dépourvu de méthio- 

n ine e t  addit ionné de 10 % de sérum de veau d ia lysé (SVD) contre l e  

1 m i l i e u  M E M .  Après centr i fugat ion,  l e s  parasi t e s  sont r e p r i s  dans 2 m l  

de m i l i eu  MEM addit ionnés de 7,5 p l  de methionine 3 5 ~  (75  ?Ci) e t  

incubés pendant 1 heure à 37OC. Les tachyzoi tes a ins i  t r a i t é s  sont 

lavés 1 f o i s  en m i l i e u  MEM-SVD, les  protéines sont so lub i l isées 1 h 

à 4 O C  dans l e  tampon de lyse.  Le surnageant contenant l e s  protéines 

nat ives e s t  u t i  1 i s é  pour 1 ' immunoprécipitation. 



3.12.2.2. Marquage i ntra-ce1 1 u l  a i  r e  

3 Un f lacon de 75 cm (FALCON) contenant un t ap i s  de ce l l u l es  Hkla 

8 confluentes à 80 % e s t  in fes tée par 10 TachyzoCtes provenant d ' asc i t e  de 

sour is  ; ceci pendant 5 h et /ou 20 heures. Après 1 ' i n fes ta t ion , le  m i l i eu  

es t  remplacé par 10 m l  de m i  1 ieu  MEM dépourvu de méthionine, contenant 

10 % de sérum de veau d ia lysé (SVD).Après 30 min, l e  m i l i e u  e s t  remplacé 

par 10 m l  du même m i l i e u  contenant 200 )ici de methionine 3 5 ~ .  Après 1 h 

d' incubat ion à 37OC, du MEM contenant de l a  methionine f r o i de  à une 

concentrat ion de 1.5 mg/ml es t  a jouté pour d i f f é r e n t  temps d ' incubat ion 

e t  l e s  parasites sont lavés une f o i s  dans du MEM-SVD. 

L '  incorporat ion de L - ~ ~ s  methionine, es t  mesuré par sci n t i  1 l a t i o n  

en phase 1 iqu ide après p réc i  p i  t a t i o n  par 1 ' acide t r i ch lo racé t ique  (TCA) à 

une concentrat ion f i n a l e  de 20 %. Le p réc ip i t é  e s t  f i l t r é  sur f i l t r e  de 

ver re  (GF/CZe5 , Whatman), lavé avec 15 m l  de TCA e t  après par 15 m l  d'ether 

acetone 3: 1 (v/v) ,  l e  f i l t r e  es t  ensui te déposé dans un tube contenant 5 m l  

de 1 i po f l  uor (J. T. Baker Chemi cal  s B. V. Deventer, Ho1 1 ande). 

3; 12.3. Immunopréci p i  t a t i o n  

- Formation d '  immuncom~lexes 

Les i mmuncompl exes  sont obtenus, après une incubation d'une n u i t  

à 4OC, de 40 pl  de protéines so lub i l isées de chacun des antigènes marqués 

(environ 100 000 cpm) auxquels e s t  addit ionné l ' a n t i c o r p s  monoclonal à 

é tud ie r  à ra ison de 20 p l  de l i qu i de  d ' asc i t e  d i l u é  au l/lûème dans 1 m l  

de tampon d' adsorption ( c f  annexe' 4). 

Les d i f f é r e n t s  témoins de l a  réact ion sont t r a i t é s  dans l e s  mêmes 

condi t ions ; ces contrôles inc luen t  un 1 iqu ide d 'asc i te  sans a c t i v i t é  

T. gondi i  e t  des sérums de sour is in fec tees e t  saines. 



- Isolement des immuncompl exes 

Le p r inc ipe  de ce t t e  réact ion e s t  basé sur l a  propr ié té  de l a  pro- 

I t é ine  A de se l i e r  d'une façon spéci f ique e t  révers ib le  à l a  p a r t i e  

constante des immunoglobul ines (KRONVALL e t  co l  1 . , 1970). 

Les immuncomplexes sont mélangés avec 10 mg (poids sec) de protéine A 

sépharose (CL-HB, PHARMACIA, Uppsal a-Suede) incubée préal  ablement avec 

10 pl d'antisérum spéci f ique des imnunoglobul ines de sour is  (NORDIC). Après 

3 heures de contact  à 4'C sous ag i t a t i on  ro ta t i ve ,  l a  suspension e s t  

I centr i fugée 10 min à 200 3 e t  l e  c u l o t  e s t  lavé à p lus ieurs  repr ises avec 

1 m l  de tampon d'adsorption, jusqu'à ce que l e  surnageant s o i t  dépourvu 

de rad ioac t i v i t é .  

I L ' é l  u t i o n  des immuncomplexes es t  effectuée par t r a i  tement du gel 

avec 4 0 ~ 1  de tampon d 'échan t i l l on  ( c f  annexe 5 )  e t  par chauffage pen- 

dant 3 .min à 100°C. Une cen t r i fuga t ion  de 5 min à 200 permet de récupérer 

I l e  surnageant qu i  es t  ensuite analysé en électrophorèse en gel de 

3.12.4. Electrophorèse des protéines en gel- de polyacrjlamide-SDS 

Cette technique permet l a  ca rac té r i sa t ion  du poids moléculai re 

des f r ac t i ons  antigéniques étudiées ; c e t t e  technique es t  basée sur  l a  

propr ié té  du sodium dodecyl su l f a te  SDS de dénaturer l e s  protéines de 

façon à ce que l a  distance parcourue par les  protéines s o i t  fonct ion de 

l e u r  poids moléculai re (LAEMMLI, 1971). 



La séparation e s t  effectué dans un gel homogène de polyacryl amide 

13 % contenant 0 , l  % de SDS dans du tampon Tris-HC1 0,75 M à pH 8,8. 

Les dimensions du gel sont de 14 x 16 cm e t  0,75 mm d'épaisseur. Le gel 

de concentration à 5 % de polyacrylamide dans du tampon Tris HC1 0,5 M 

à pH 6,8 contenant 0 , l  % de SDS. 

La teneur en protéines de chaque échantillon e s t  préalablement 

déterminée par la  technique de BIO-RAD (protein-Assay). 

Les échantillons sont solubi l isés  dans 40 pl  de tampon Tri s-HC1 

0,5 M pH 6,8, 3 % SDS, glycerol 10 %, bleu de bromophenol 0,5 % e t  chauffés 

3 min à 100°C, afin de dénaturer les  protéines. 

Les échantillons e t  l e s  marqueurs de poids moléculaire (PHARMACIA 

sont t r a i t é s  en même temps pour permettre une mesure de poids moléculaire 

dans ce système. 

La migration dure 18 h à 6 mA dans l e  tampon Tris glycine pH 8,3 

contenant du SDS à 1%. 

Le gel e s t  ensui t e  coloré dans une sol ution à 0,04 % de bleu de 

coomassie R-250 (Merck). La décoloration e s t  f a i t e  dans une solution 

d'acide acétique à 8 % ; l e  gel e s t  déposé sur papier Whatman n O 1  (Whatrnan 

Ltd, U K )  puis séché par évaporation sous vide dans un appareil de séchage 

type Pharmaci a GSD-4. 

- Autoradi ographie 

Le gel séché e s t  exposé sur un film X-OMAT RP KODAK (Eastman Kodak 

Co, Rochester, N Y )  entre  deux écrans renforçateurs (Dupont de Nemours), 

l e  temps d'exposition varie d'un à 8 jours à - 70°C. 



Cette technique e s t  u t i l i s é e  pour augmenter 1 a s e n s i b i l i t é  de 

détect ion d'antigènes marqués par 1 a methionine 3 5 ~ .  Après co lo ra t i on  

au bleu de Coomassie e t  décolorat ion par l ' a c i d e  acétique, l e  gel e s t  

l avé  dans 1 'eau d i s t i l l é e .  Le gel es t  ensui te déshydraté par immersion 

dans deux bains successifs de 30 min de dimethylsulfoxide (DMSO) e t  

incubé pendant 3 h dans un bain de 2,5 diphenyloxasole (P.P.O.) à 10 % 

dans l e  DMSO. 

Le PPO es t  ensui t e  p réc ip i  t é  par lavage du gel à 1 'eau d i  s t i  11 ée, 

l e  gel a ins i  t r a i t é  e s t  séché. 

Pour l a  révé la t ion  des protéines marquées, l e  gel es t  exposé de 1 à 

15 jours  à - 70°C (LASKEY e t  MILLS, 1975) contre un f i l m  Kodak X-AR5 préa- 

lablement sens ib i l i sé  par un f l ash  de lumière. 

3.12.5. Technique d '  immunoél ec t ro t rans fe r t  

L ' imnunoélectrotransfer t  es t  une méthode qui permet d'analyser l es  

d i f f é r e n t s  composants d'un complexe antigénique reconnus directement par 

des ant icorps monoclonaux marqués à 1 ' lZ51 ou i den t i  f i é s  indirectement 

avec des antisérums spécif iques des immunoglobul i nes de souris marquées 

l à l a  peroxydase. 

L'antigene u t i  1 i sé dans notre t r a v a i l  p rov ient  d'un ex t ra i  t-détergent 

! préparé à p a r t i r  de parasi  tes cu l t i vés  sur un tap is  de ce1 1 ules Hela. Les 

protéines de ce complexe antigénique préal  ab1 ement séparées par é l  ectropho- 

rèse en gel de polyacry l  amide-SDS (comne d é c r i t  dans 1 e paragraphe 3.12.4. ) . 



sont transferges électrophorétiquement suivant  l a  méthode déc r i t e  par 

TOGlBIN e t  Col l .  (1979) sur une f e u i l l e  de n i t r oce l l u l ose  (14 x 16 cm) 

1 (Schl e icher A. SchU11, Dassel , RFA); ce t t e  dernière es t  la issée en contact  

quelques minutes avec l e  tampon de t rans fe r t  ( T r i s  20mM, glycine 150 mM e t  

methanol 20 %). Le gel es t  auss i tô t  placé sur un morceau (14 x 18 cm) de 

papier Whatman Ne 3 (Whatman Ltd, UK) préalablement ime rgé  dans l e  même 

l tampon e t  mis en contact  d i r e c t  avec l a  f e u i l l e  de n i t r oce l l u l ose  sur l a -  

que l le  une deuxième f e u i l l e  de papier  Whatman NO3 es t  placée. Ces d i f f é -  

l rents  éléments sont déposés entre 2 "scotchbr i te"  e t  placés dans un support 

plast ique. L'ensemble es t  maintenu à 1 'a ide d'une bande é las t ique e t  mis 

l dans l e  Trans B l o t  Ce11 (Bio Rad, Richmond, CA, USA) de manière à ce que 

I l a  f e u i l l e  de n i t r oce l l u l ose  s o i t  vers 1 'é lectrode pos i t i ve  ; l e  t r a n s f e r t  

e s t  r é a l i s é  pendant 2 heures à 24 V e t  0,5 A à 4OC. 

La f e u i l l e  de n i t r oce l l u l ose  es t  lavée 3 f o i s  15 min en tampon 

phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 à 0,3 % (PBS-Tween) e t  

l e s  s i t e s  res tants  sont saturés pendant 10 min en PBS contenant 4 % de 

sérum albumine bovine (BSA, Sigma, U.S.A.) puis 4 lavages de 10 min sont 

l e f fectues en PBS-Tween. 

La révé la t ion  d i r ec te  consiste à incuber l a  f e u i l l e  de n i t r oce l l u l ose  

5 dans 30 m l  de PBS-Tween contenant 5 x 10 cpm d'ant icorps monoclonal 

préalablement p u r i f i é  e t  marqué à 1 1 1 2 5 ~  suivant l e  protocole d é c r i t  dans 

1 e paragraphe 3.10.1. pendant une nui t à température ambiante sous ag i t a t i on .  

Apres 4 lavages, l a  f e u i l l e  de n i  t roce l  l u l ose  est  séchée e t  auto- 

radiographiée sur un f i l m  Kodak X-OMAT X-AR 5 (Eastman Kodak Co Rochester 

NY USA) ent re  deux écrans renforçateurs (Dupont de Nemours) de 24 à 72 h 

à - 70°C. 



La révélation indirecte e s t  effectuée suivant la méthode de TSANG 

e t  coll. (1983). Après 3 h d'incubation de la feu i l l e  de nitrocellulose 

avec les sérums dilués au 1/100ème ou avec les anticorps monoclonaux 

(liquide d 'asci te)  dilués au 1/500ème, el les sont lavées 3 fois en 

PBS-Tween e t  incubées l h  en présence d'antisérum spécifique d'immunoglobu- 

lines de souris préparés chez la  chèvre e t  marqués à la péroxydase (GAM/ 

Ig Fab/PO NORDIC) dilués au l/lOOCème.Après 3 lavages en PBS-Tween, les 

feuil les sont révélées en quelques min ;3arla solution contenant l e  substrat 

enzymatique, 100 mg de 3,3 ' diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma) 

dans  100 ml de PBS + 100 pl d1H202 à 30 % (Merck, Darmstadt, RFA). 

Lors des réactions positives apparait une ou des bandes de couleur 

marron correspondant à l'antigène reconnu. 

Les feuil les de nitrocellulose sont rincés à 1 'eau dis t i l lée  e t  

photographiées t a n t  qu'el les  sont moui 11 ées. 

Les marqueurs de poids moléculaire sont directement colorés sur la 

feuil le  de nitrocellulose pendant 5 min avec l e  bleu de Coomassie à 0,025 % 

en méthanol, acide acétique, eau (5 : 1 : 5 v / v )  e t  décolorée dans l e  solvant. 

3.12.6. Détection immunoenzwnatiaue en microsco~ie él ectroniaue 

Un t a p i s  de cellules Hela developpé sur lamelle plastique (Termanox, 
6 9 x 35 mm) en tube de Leighton e s t  infecté avec 2 x 10 tachyzoïtes d'as- 

c i t e  pendant 6 h à 37OC en milieu MEM. 

La lamelle est  ensuite fixée par une solution contenant 2 % de 

paraformaldehyde, e t  15 % d'acide picrique en tampon phosphate) 0.1 M à 

pH 7.4 pendant 1 h .  AprGs un rinçage pendant 16 h dans l e  même tampon e t  



3 4*C, l a  lamel l e  e s t  imprégnée par l e  g lycérol  à 10 % en PBS e t  congelée 

dans 1 'azote 1 iquide.  E l l e  es t  ensui t e  incubée l.2h avec 1 'ant icorps mono- 

c lonal  d i l u é  au 1/25ème en PBS, puis r incée extensivement en PBS pendant 

30 min. La lamel le  es t  a lo rs  incubée pendant 1 h avec un antisérum spéc i f i -  

que des I g  de sour is ( f r a c t i o n  Fab) préparé chez l a  chèvre e t  marqué à 

l a  péroxydase (NORDIC),dilué au 1/40ème en PBS ; après lavage en PBS, 

l a  lamel le es t  f i xée  par l a  glutaraldéhyde à 2.5 % (v /v )  dans l e  PBS. 

L ' a c t i v i t é  peroxydasique es t  révélée par l a  diaminobenzidine à 

0,5 mglm1 en tampon Tris-HC1 0,l M, pH 7.4 addit ionné de 2 ~ r l / m l  d1H202 

(110 volumes) pendant 3 min. La lamel le es t  ensui te post- f ixée par l e  

tétroxyde d'osmium à 2 % en tampon phosphate 0, l  M pendant 2 h ; l a  lamel l e  

e s t  déshydratée par immersion dans des concentrations croissantes d 'a lcool  

e t  l ' i n c l u s i o n  es t  réa l i sée  en &pon. 

Les coupes u l t r a f i n e s  sont observées sans co lo ra t ion  au microscope 

électronique JEOL 120 C X .  

3.13. Test de compéti t ion en S R I A  

Le tes t ,  i n sp i r é  des travaux de MITCHEL e t  col1 . (1981), a été mis 

au po in t  pour t r o i s  o b j e c t i f s  préc is  : 

1) La comparaison de l a  s p é c i f i c i t é  antigénique des anticorps monoclonaux 

ent re  eux.  

2) La recherche dans des sérums d '  i nfec t ion  humaines d 'ant icorps ayant 

l a  même s p é c i f i c i t é  antigénique que l es  ant icorps monoclonaux produits. 

3) Etabl ir 1 a s p é c i f i c i t é  a n t i  -T. gondi i des anticorps monocl onaux produi t s  

v is-à-v is de sérums d ' i n f e c t i o n  aut re  que l a  Toxoplasmose. 

Principe. Le t e s t  e s t  une mod i f i ca t ion  de l a  technique radioimmunol o- 

gique en phase sol  i d e  (SRIA) qu i  a comme pr inc ipe  l a  m i  se en évidence d'une 

compéti t ion ent re  1 'ant icorps monoclonal marqué à 1 '1z51 e t  d 'autres 



ant icorps  (po l  y c l  onaux ou monocl onaux) non marqués. Cet te  r é a c t i o n  

1 s ' e f f e c t u e  v is -à-v is  des s i t e s  de f i x a t i o n  de 1  'ant igène adsorbé sur  

un support so l ide .  

Protocole. Le support e s t  représenté par  des b i l l e s  de polystyrène 

de 6.5 mm de diamètre (SEROA - rue de 1  ' I n d u s t r i e  - Monaco). L 'ant igène 

e s t  adsorbé à l a  concentrat ion c h o i s i e  e t  incubé avec 200 pl de chaque 

d i  1  u t i o n  du matér ie l  à t e s t e r  (sérum d ' i n f e c t i o n ,  1  i q u i d e  d ' a s c i t e ,  

surnageants de c u l t u r e ) .  Aussi t ô t ,  chaque tube r e ç o i t  200 )il de l a  d i l u t i o n  

préétabl  i e  de 1 ' an t i co rps  monocl onal marqué à 1  ' 1 2 5 ~  (cf.  Paragraphe 3.10.1.) 

Après 3 heures d  ' incubat ion  à température ambiante, l e s  b i  1 l e s  sont  1  avées 

3 f o i s  en tampon PBS-tween 0.4 % a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' a n t i c o r p s  marqué non 

f i x é .  Le con t rô le  posi t i f ,correspondant  à 100 % de l a  réac t ion ,prov ien t  de 

l a  réac t i on  d i r e c t e  de l ' a n t i c o r p s  marqué sur  l ' an t i gène  ; les  con t rô les  

néga t i f s  (sérum humain normal, a s c i t e  sans s p é c i f i c i t é  an t i -T .  gond i i ,  

surnageants de c u l t u r e  de ce1 l u l e s  de myélome) sont i n c l u s  dans tou tes  

1 l e s  réact ions.  Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en paurcentage de f i x a t i o n  

(moyenne ar i thmét ique de deux expériences) de 1  ' an t icorps  monoclonal 

marqué v is -à-v is  de 1  'ant igène e t  1 a quant i  t é  d 'an t icorps  sériques e s t  

inversement p ropor t i onne l l e  à l a  q u a n t i t é  d 'an t i co rps  monoclonal f i x é  

à 1  ' antigène. 

Dans un second temps, l e  support e s t  mis en incubat ion  avec un a n t i -  

siirum spéc i f ique d' immunoglobulines humaines de c l  asse G ou M 

préparées chez l a  chèvre e t  marquées à 1  a  -galactos i  dase (ZIMED) 

dans l e  b u t  de d é f i n i r  l e s  classes d ' imunog lobu l i nes  impl iquées dans 

l a  réac t ion .  



1 HANKS-WALLACE Sol u t i  on 

(CaC1 2-2H20) 0.25 g 

(MgS04-7H20) 0.20 g 

(Na2HP04-12H20) 0.15 g 

( KH2P04 
0.06 g 

(NaHC03) 0.98 g 

G l  ucose 1.00 g 

I Eau d i s t i l l é e  qsp 1 1 ,  

Tampon véronal 0.08 M ; pH 8,2 

Véronal sodique (Merck 6318) 16 g 

Eau d i s t i l l é e  qsp 1 1  

Tampon PBS-IF1 0.135 M ; pH 7.4 

A.  Na2HP04 2H20 60 !3 

Eau d i s t i l l é e  qsp 1 1  

40 m l  de A + 960 m l  de NaCl 0.9 % (p/v) en eau d i s t i l l é e  



Annexe 2 

Nature Composition U t i  1 i s a t i o n  

MEFI EAGLE KC 1 400 mg/l Cu l tu re  en 

MgS04- 7H20 242. S suspension 

NaCl 6800 

NaHC03 2000 

NaH2P04- 2H20 1583 

Glucose 1000 

Rouge de phénol 17 

1 MILIEU A M i l i e u  DMEM a Cu l tu re  des 

4 x ~ o - ~ M  NaHC03 ce1 l u l e s  

3,5 % AANE myél omateuses 

15 % SVF e t  hybr ides 

100 IU/ml peni -  
c i l l i n e  

50 yg/ml s t rep-  
tomyci ne 

MILIEU B M i l i e u  DMEM a 

25 mM HEPES 

100 UI/ml peni-  
c i l l i n e  

50 ,ug/ml s t rep-  
tomyc i ne 

Fusion ce1 1 u l  a i  r e  

MILIEU HAT M i l i e u  A contenant : Sél e c t i o n  des 

1 x 1 0 - ~  M hypoxanthine hybrides ce1 1 u l  a i r e s  

4 x 1 0 - ~  M aminoptér ine 

1,6 x 1 0 - ~  M thymidine 

MILIEU HT M i l i e u  HAT sans aminop- Cul t u r e  des ce1 1 u l  es 
t é r i  ne hybr ides ( t r a n s i  - 

t i o n  e n t r e  l e  m i l i e u  
HAT e t  l e  m i l i e u  A) 

a DMEM : m i l i e u  de Eagle modi f ié  par  Dulbecco à 4,5 g / l  de glucose 
(Gibco, USA) 

AANE : acide aminé non essen t i e l  (GIBCO, USA) 

SVF : sérum de veau f o e t a l  décomplémenté par  chauffage 1 h à 56OC 



Annexe 3 

Tampon phosphate 1 M PH 7,2 

So lu t ion mère : 

Solu t ion A : Na2HP04 12H20 358,14 g / l  

i So lu t ion B : NaH2P04 2H20 156,Ol g / l  (acide) 

Mélanger !Z 72 % de so l u t i on  A e t  28 % de so l u t i on  B pour 

obten i r  un pH = 7,2 

l a )  Tampon : PBS 0,01 M 

1 - 10 m l  de l a  so lu t ion  mère tampon phosphate pH 7,2 

- qsp 1 l i t r e  d'eau d i s t i l l é e  

b) Tampon PBS-Azide 0,01 M 

- 10 m l  de l a  solution-mère tampon phosphate pH 7,2 

- 9 g NaCl 

- -  0,2 g azide 

- qsp 1 l i t r e  d'eau d i s t i l l é e  

c) Tampon PBS-Tween 0 ,O1 M 

- 10 m l  de l a  so l u t i on  mère tampon phosphate pH 7,2 

- 9 g NaCl 

-- 0.5 m l  Tween 20 

- qsp 1 l i t r e  d'eau d i s t i l l é e  

d) Tampon phosphate c i t r a t e  pH 5,5-0,l M 

- 100 m l  de l a  sol u t i o n  mère Tampon phosphate pH 7,2 

- 900 m l  d'eau d i s t i l l é e  

A jus te r  à pH 5,5 avec de l ' a c i d e  c i t r i q u e  0, l  M 



Annexe 4 

Tampon de l y s e  

T r i  s 

Nonidet 

. Ap ro t i n ine  

PMSF 

Tampon adsorpt ion 

T r i s  

EDTA 

Nonidet 

NaCl 

Apro t in ine  

PMSF 

Tampon TNSTE 

T r i  s 

NaCl 

SDS 

T r i  t o n  

EDTA 

Tampon TNTE 

T r i  s 5 mM- pH 7,4 

Na C l  0,15 M 

T r i  t o n  2 % 

EDTA 2 mM 



Annexe 5 

Gel de concentrat ion 5 % SDS-PAGE 

A) Acryl ami de 5 9 

Bis-acrylamide 0,133 g 

SDS 091 g 

T r i s  HC1 0.5 M pH 6,8 25 m l  

Eau d i  s t i  11 ee  100 m l  

7,5 m l  A + 4,5 pl Temed + 45 p l  ammonium peroxioisulphate 10 % 

Gel d'analyse 13 % SDS-PAGE 

A) Acryl  ami de 13 g 

B i  s-acryl ami de 0,35 g 

SDS O,1 g 

T r i s  HC1 0,75 M pH 8,8 50 m l  

Eau d i s t i l l é e  qsp 100 m l  

30 m l  A + 15 11 Temed + 100 )il amnonium peroxid i  su1 phate 10 % 

B) Colorant b leu Coomassie SDS-PAGE 

Bleu de Coomassie b r i l l a n t  0~85 !3 

Acide acétique 50 m l  

Eau d i s t i l l é e  250 m l  

Tampon échan ti 1 1 on 

T r i s  HC1 pH 6.8 62,5 mM 

SDS 3 % 

Sucrose 10 % 

Bleu de bromophénol 



Annexe 6 

Tampon epsilon 
Tris 12 g 

NaCT 100 g 

HC1 ( pur ) 5 ml 

Acide epsilon aminocaproic 6,55 g 

Eau distillée 5 1 



RÉSULTATS ET DISCUSSION 



4.1. Production d'anticorps monoclonaux anti-T. sondii 

4.1.1. Infection 

L'étude de l a  cinétique d'apparition des anticorps sériques, lors  

de 1 ' infection expérimentale avec la  souche chronique de T. gondii 

chez la  souris,  a é t é  effectuée en immunofl uorescence indirecte 

( I .F . I . ) .  

Une reponse d '  infection apparai t dès 1 a 2ème semaine ; l es  t i t r e s  

d'I.F.1. augmentent progressivement e t  aux alentours de l a  4ème semaine 

i 1 s restent supérieurs à 1/450ème. 

L 'ut i l isat ion du système d' infection semble ê t r e  l a  mei 1 leure voie 

d'obtention d'anticorps spécifiques à ac t iv i t é  biologique pour . l a  

technique de fusion ce1 1 ul aire.L1observation e s t  confortée par 1 e 

para1 lè l  i sme exis tant  entre 1 ' ac t iv i t é  des anticorps produits e t  

1 'évol ution de phénomènes immunitaires chez 1 ' animal infesté .  

4.1.2. Hybridation 

Nomenclature. Afin de faci 1 i t e r  1 ' identification de chacun des 

hybrides, nous avons choisi d' une façon arbi t r a i r e ,  1 a nomenclature 

suivante : une l e t t r e  pour indiquer l e  numéro de fusion rapportant donc 

l e  jour d ' infection avant 1 'hybridation ; u n  nombre cardinal pour 

1 'alvéole correspondant aux plaques de culture ce1 1 ulai res e t  un 

dernier nombre cardinal pour chacun des clones issus de cellules 

d'une alvéole donnée (exemple : B 41/56). 



4.1.2.1. Premf ère hybr idat ion.  La premisre hybr idat ion réa l  i sée avec 1 a 

sour is après 36 jours  d ' i n f ec t i on  a permis 1 'obtent ion de 65 alvéoles 

contenant des hybrides viables, ce qui représente un rendement de fus ion 

de 55 % apprecié par l e  rapport  du nombre d 'a lvéoles présentant un 

développement ce1 1 u l  a i  r e  sur 1 e nombre t o t a l  des alvéoles analysées 

après fusion. 

La technique d'I.F.1. sur l e s  tachyzo7tes a conduit à l ' i d e n t i -  

f i c a t i o n  de 15 populations c e l l u l a i r e s  hybrides secrétant des 

ant icorps anti-T. gondi i  ce qui correspond à 12,5 % des hybrides ce11 u- 

1 a i res  obtenus (tableau 2 ) . 
Dans tous l es  cas, une fluorescence intense es t  révélée au 

niveau de l a  surfacedes tachyzoïtes. 

I L'étude du contenu immunogl obul in ique des surnageants, manifestant 

une a c t i v i t é  ant i -T.  gondii, a été ef fectuée en double d i f f u s i o n  en gel 

d ' agarose. 

Tro is  isotypes sont représentés IgG1, IgG2b e t  IgG3. La p a r t i c i -  

l pa t ion  importante des immunoglobulines de l a  classe G peut s ' i n s c r i r e  

dans 1 a dynamique de 1 ' i n f e c t i o n  . 

4.1.2.2. Deuxième hybr idat ion.  La deuxième hybridation, réa l isée avec 

des lymphocytes de sour is  au bout de 14 jours  d ' i n f ec t i on  a permis 

1 'obtent ion de 153 alvéoles contenant des hybrides v iables (50 % des 

alvéoles o r ig ina les )  ; seulement 3 hybrides se sont révélés p o s i t i f s  : 

l e  C5/12 es t  p o s i t i f  en I.F.1.-IgM (++), l e  C4/14 e t  l e  C10/18 sont  

p o s i t i f s  en E.L.I.S.A. (dens i té  optique = 0,800 e t  1,400 respect i -  

vement pour une densité optique de 0,240 dans l es  contrûles négat i fs) .  

Les t r o i s  hybrides appartiennent à l a  classe M des imnunoglo- 

bu1 i nes. 



TABLEAU 2 : Premiere hybridati0n:surnageants p o s i t i f s  en 1 .F. 1. v i s -à -v i s  

de T. gond i i .  

Hybride I .F . I .  

( tachyzoï tes  f i x é s )  

85 +++++ 

828 + 

B39 + 

841 +++ 

T* = téno i  n (surnageant de c u l  t u r e  des ce1 1 u l  es myél omateuses) 



4.1.2.3. T r o i  siéme hybr ida t ion .  La t r o i  sigrne hyb r ida t i on  effectuée avec 

des lymphocytes de sou r i s  ayant 21 j ou rs  d ' i n f e c t i o n ,  a permis 1 'obten- 

t i o n  de 171 a lvéo les  contenant des hybrides v iab les  (80 % des a lvéoles 

o r i g i n a l e s )  ; seulement 9 de ces hybrides présenta ien t  des surnageants 

p o s i t i f s  v i s -à -v i s  de T. gondi i .  Des 9 hybrides sécrétant  des an t i co rps  

ant i -T.  gond i i ,  5 sont  de l a  c lasse IgM, 2 de l a  c lasse IgG3, un de l a  

classe IgG l  e t  l e  de rn ie r  e s t  de l a  sous-classe IgG2a ( tab leau 3) .  

4.1.3. Carac té r i sa t i on  e t  p u r i  f i  c a t i  on des ant icorps  monocl onaux 

x - A - L'étude du contenu imnunoglobul inique des surnageants, manifes- 

t a n t  une a c t i v i t é  ant i -T.  gondi i  , a é té  r é a l i s é e  par  double d i f f u s i o n  en 

ge l  d '  agarose. 

Des 12 clones d 'hybr ides stables,  t r o i s  isotypes sont p a r t i  cu l  ièrement 

b ien  représentés : l e s  IgG1, l e s  IgG2b e t  l e s  IgM ; il f a u t  no te r  que 

l e s  clones de l a  c lasse IgGl  d'une p a r t  e t  l e s  clones de l a  c lasse IgG2b 

d 'au t re  p a r t  sont  i ssus  du même p u i t s  de départ .  Par contre, l e s  hy- 

b r ides  de l a  c lasse IgM proviennent de deux manipulat ions d i f f é r e n t e s  

(14 e t  21 j ou rs  d ' i n f e c t i o n ) .  

Dans ce t r a v a i l ,  l a  connaissance de l ' i s o t y p e  des an t i co rps  

monoclonaux p rodu i t s  présente deux aspects importants qui  sont  : 

. Le cho ix  de l a  ou des méthode(s) de p u r i f i c a t i o n  de 1 ' an t i co rps  

monoc 1 ona 1 ; 

. La p r é d i c t i o n  des p rop r ié tés  b io log iques des ant icorps  monoclonaux ; 

ces p rop r ié tés  seront  importantes pour 1 ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s .  

9 - B - La méthode que nous employons dans l e  présent t r a v a i l  pour 

l a  p u r i f i c a t i o n  des ant icorps  monoclonaux e s t  s a t i s f a i s a n t e  du p o i n t  

de vue du rendement : on prépare a p a r t i r  d 'un m l  d ' a s c i t e  6 à 8 mg 

d 'an t icorps  p u r i f i é s .  Ce r é s u l t a t  e s t  semblable à c e l u i  obtenu par  

d 'au t res  auteurs (GALFRE e t  MILSTEIN, 1981). 



TABLEAU 3 : Troisieme --- hybridation : Surnageants pos i t i fs  en I . F . I .  e t  

E.L.I.S.A. vis-à-vis de T. gondii. 

Hybrides 1  .F. 1. 
(tachyzoïtes f ixés) 

ttt 

ttt 

E.L.I.S.A. 
(an ti gene sol ubl e standard) 

T* = témoin (surnageant de culture des ce l lu les  myélomateuses) 



Par contre, ce t t e  méthode sem6le ê t r e  néfaste pour l a  conservation de 

1 ' a c t i v i t é  ant icorps de cer ta ins  de nos hybrides. Il es t  possible que ces 

ant icorps soient  p l  us "sensibles" aux condi t ions de p u r i f i c a t i o n  (par exem- 

p l e  : décongélation, t ra i tement au su l f a te  d'ammonium, d i l u t i o n  sur l a  

colonne échangeuse d' ions, etc.. . ) . Les raisons de ce t t e  f r ag i  1 i t é  dé r i  - 
vent vrai'sembl ablement de changements dans 1 a s t ruc tu re  physi CO-chimique 

des a n t i  corps monocl onaux par rappor t  aux imnunoglobul i nes "normal es". 

4.1.4. A c t i v i t é  b io logique " i n  v i t r o "  des ant icorps monoclonaux 

Disposant d 'ant icorps qu i  présentent une lac t i v i  t é  a n t i  -Toxopl asma 

decelable en I.F.I .  e t  en E.L.I.S.A. il é t a i t  important de réa l i se r  une 

étude de leurs  a c t i v i t é s  biologiques à 1 'a ide du t e s t  classique de SABIN 

e t  FELDMAN : "Dye-Test". 

Comne l e  montre l e  tableau 4, t r o i s  manipulations d i f férentes on t  donné 

des r é s u l t a t s  concordants. Nous pouvons observer que l es  clones producteurs 

d '  immunoglobul i'nes de classe IgG ont  montré un important e f f e t  , c i  totoxique 

( t i t r e  =OU > à l/32000@me) vis-à-vis des parasi tes ; 90 à 95 % d'une popul a- 

t i o n  de T. gondi i  es t  tuée i n  v i t r o  l o r squ 'e l l e  e s t  incubée avec des a n t i -  

corps spécif iques. Cette cy to tox i c i  t é  a n t i  -parasi t a i r e  ne s 'exprime qu 'en 

présence de fac teur  accessoire humain (probablement l e  complément). 

Pour chaque expérience, nous avons u t i l i s é  des témoins de réact ion,  

t r a i t é s  dans l e s  memes condi t ions . 

4.1.5. Di'scussion 

Les var ia t ions  dans l e  rendement des fusions ce1 1 u l  a i res  s 'expl iquent 

par l e s  d ivers  facteurs mis en jeu : é t a t  physiologique des ce l l u l es  au 
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&ta da Ir furton, stade de maturatton âes lymphocytes spli!nfquer (ANOERSON 

et  mOwI 1978). condlttair de l a  furton c e l l u l a i n ,  ef f tcaci te du tapts 

do ce l lu les  nourrCcl&res, etc.. . 
La discordance observee entre l a  r e a c t i v i t e  en I.F.I. e t  en E.L.I.S.A. 

de l a  population ce1 l u l a i r e  hybride, pour ra i t  ( t re  due aux d i  f ferents t r a i  - 
tements des substrats antigeniques : pour 1 ' 1 .F. 1.. l es  tachyzoltes sont 

fixes au formol, pour 1 'E.L.I.S.A., nous avons u t i l i s e  un e x t r a i t  antigenique 
: L' " 

l soluble. En e f fe t ,  certains antigenes de structures ne semblent pas e t re  

I présents dans 1 'an t i  gène sol ubl e . 
Concernant 1 ' a c t i v i  t e  biologique I n  v i t r o  un composant t h @ m l a b i l e  du 

s e r u  humain, appel@ conun€ment 'facteur accessoire* ou ''activateurY e s t  

necessai r e  pour permettre aux anticorps monocl onaux de sous-cl asse IgG d 'ac- 

quer i r  des capacites cytotoxiques I n  v i t r o  dans l e  t e s t  de SABIN e t  

FELDMAN : "Dye-test " . 
Ces resul t a t s  de toxoplasmolyse a 1 'aide des anticorps monoclonaux de 

sous-classe IgG sont comparables e t  même superleurs a ceux obtenus avec des 

serums humains riches en anticorps an t i  4. gondi i. Chez 1 'home, ce "dye- 

tes t "  re f le te  surtout 1 'evolution des immunoglobulines de classe IgG ; les  

imnunoglobul ines de classe IgM spécifiques e t  naturel les  interviennent 

peu. Ainsi  les résul ta ts  negatifs obtenus avec les anticorps monoclonaux 

de sous-classe IgM pourraient a lors  s 'expl iquer . 
Cette a c t i v i t e  cytotoxique i n  v i t r o  des anticorps monoclonaux de sous- 



TABLEAU 5 : Caractér isat ion sérologique des anticorps monocl onaux an ti -T. gondi i . 

1. F. 1. tachyzoites 
C l  one 1 sotypes Dye-Tes t HéwJgl  u t i n a t i o n  -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - E.L. ' Ant i  gene reconnu 

passive 
f i xés  au Vivants antigène 

f o m l  sol  ubl e .Kd 
standard 

B 41/49 IgGl t Nég 

B 41/56 IgGl l/ 16064 1/ 10 

B 41/58 IgGl Nég 

t Nég 

Nég Nég 

B 132162 1 gG2 b 1/ 16064 Nég t t Nég 

D 3/14/19 IgM Nég Nég t f a i b l e  

D 3/14/59 IgM Nég Nég t f a i b l e  t 94 



4.2. DETECTION ET CARACTERISATION DE$ ANTIGENES DES TACHYZOITES PAR LES 

ANT ïCORPS MONOCLONAUX PRODU ITS 

Les populations hybrides sécrétant des ïmmunoglobulines de classe IgG, 

étudiées par immunofl uorescence ï nd i  rec te  , induisent  une intense f 1 uores- 

cence qui  t r a d u i t  l a  présence d 'ant icorps d i r i gés  contre l a  surface de tachy- 

zol tes.  Nous avons pu déceler des réact ions pos i t i ves  entre l e s  ant icorps 

I monoclonaux e t  l e  paras i te  v ivant ,  ce qui  confirme une r é a c t i v i t é  s i  tuée 

au n i  veau rnembranai r e  (Figure 4). 

Les antigènes reconnus par les  ant icorps monoclonaux on t  é té  i den t i f i é s ,  

d'une p a r t  par immunopréci p ï t a t i o n  d'antigènes marqués e t  d 'aut re  par t ,  par 

1 a technique d '  immunoélectrotransfert. 

4.2.1. Imnunoprécipi t a t i  on 

Nous avons u t i  1 i sé des tachyzoTtes marqués en surface par  1 ' 1 2 5 ~  ou 

marqués métabol i qument  par 1 a méthioni ne 3 5 ~ .  

Le p r o f i  1 autoradiographique des an t i  genes membranaires de tachyzoites 

iodés; par l a  méthode de l a  lactoperoxydase e t  so lub i l i séç  par un détergent non 

ionique montre après analyse en gel de polyacrylamide-SDS, 3 molécules 

majeures avec un poids moléculaire apparent de 43 Kd, 30 Kd e t  22 Kd e t  deux 

molécules mineures de35 Kd e t  14 Kd ( f i g u r e  5, p i s t e  surf*) .  

La s p é c i f i c i t é  des ant icorps monoclonaux a é té  démontrée par immunopré- 

c i  p i  t a t i o n  de 1 ' e x t r a i t  détergent de parasi  tes  marqués, incubé avec 1 es d i f  - 
férents  ant icorps monoclonaux ; 1 es immuncomplexes on é té  préc i  p i  tés avec un 

imnunsérum an t i - I g  de sour is  l i e  i3 l a  Protéine A sépharose. 





F I G U R E  5 



Le colglace prectpi t e  es t  analyse en gel de polyacrylamide. NOUS pou- 

vons observer sur l a  f i g u r e  5 que l e s  ant icorps monoclonaux B 41/49 (p i s t e  1) ; 

B 41/56 (pi'ste 3) e t  8 41/58 ( p i s t e  4) (correspondants d l a  sous-classe 1 g ~ 1 )  

e t  B 132/54 ( p i s t e  2) ; 8 132162 (p i s t e  5 )  (sous-classe IgG2b) reconnaissent 

uniquement l a  mol4cule 30 Kd ; une des t r o i s  molecules m jeures  marquees par 

1 ' lZ51ode I l a  surface des tachyzoltes. Le poids m l 6 c u l a i  r e  de 1 ' a n t i  gene 

membranaire i s o l é  avec 1 'ant icorps monoclonal B 41/58 ( 2 7  Kd) 

d i f f è re  légerement quand 1 'électrophorèse es t  réa l  isée en condi t ion 

de réduct ion avec Ic 2 mercapto-ethanol (30 Kd), c o r n  l e  montre l a  

f igure 6, r i  s te  4 '  . Dans toutes nos expériences les contrôles négat i fs  sont des 

ascites qui n ' on t  aucune a c t i v i t e  anti-T. gondfi  (Figure 5 ; p i s te  6 ) .  

4.2.1.2. Marquage --- -- --------me métabolique -- 
Le marquage des protéines de T. gondii par incorporat ion de l a  méthionine 

3 5 ~ ,  m n t r e  un p r o f i l  complexe. 11 semble ex i s t e r  une legare dif ference entre 

les  tachyzoTtes après marquage i n t r a  ou extracel  l u l a i r e  au n i  veau des bandes 

correspondant à un poids moleculaire de 144, 116 e t  56 Kd. E l les  ne sont 

présentes qu'apres marquage i n t r a c e l  1 u l a i r e  des tachyzoites ; les autres étant  

comnunes. 

Les imnunconiplexes, formés après incubation d'un e x t r a i t  de tachyzoites 

i n t r a -  ou extracel  l u l a i r e s  marqués avec les  anticorps monoclonaux de c l  asse IgG, 

sont i so l es  par adsoaption sur proteine A Sepharose. Après é lu t ion ,  les  imnun- 

complexes dissocies sont analysés en gel de pol yacry l  amide-SOS. AprCs f 1 uoro- 

graphie, une bande d 'environ 30 Kd es t  i den t i f i ee  dans les  deux cas (marquage 

i n t r a  e t  ex t race l l u l a i r e )  ( f i g u r e  7 ; p l s t e  4-1 e t  4-11). Par a i l  l eu rs  quand 

nous comparons sur l e  même gel , l a  migrat ion des e x t r a i  t s  antigéniques imnuno- 

préc i  p l t e s  avec 1 'ant icorps monoclonal apres marquage metabolfque ou de sur- 

face, l a  pos i t i on  de l a  bande coïncide dans l es  deux cas ; ce résui t a t  es t  

obtenu, lorsque 1 ' ~ l e c t r o p h o r ~ s e  e s t  réa l isée en présence ou en absence 

d 'agent réducteur. 
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La technfque de t r a n s f e r t  (&stern-Blo t t ing)  , u t i  1 isée pour 1 ' i d e n t i -  

f i c a t i o n  d'antigenes de T. gsnd i i  séparés électrophorétiquement en gel de 

polyacrylamide-SDS, a é té  u t i l i s é e  avec 7 de nos anticorps monoclonaux. 

Nous avons a ins i ,  d'une par t ,  confirmé l a  s p é c i f i c i t é  antigénique reconnue par 

les  anticorps de classe IgG, e t  d 'aut re  part ,  caractér isé:  l e  poids moléculaire 

des antigenes reconnus par l e s  ant icorps de classe IgM. Les ant icorps monoclonaux 

de classe IgG se f i x e n t  sur un antigène de 30 Kd ( f i g u r e  8 ; p i s t e  B) .  Par 

contre, pour l e s  anticorps de classe IgM, provenant du même p u i t s  d'hybrides 

de depart, 1 'un d 'ent re  eux (D3/14/19) reconnai t faiblement un antfgène de 

22 Kd e t  un aut re  (D3/14/59) i d e n t i f i e  un antigène de 94 Kd, comme l e  montre 

1 a f i gu re  8 (p is tes  A-C) . 

4.2.3. Discussion 

Les antigènes qui jouent un r ô l e  important dans l a  réponse immunologique I 

sont sans doute ceux de surface. Un procédé simple d ' i d e n t i f i c a t i o n  des a n t i -  

gènes de 1 a membrane des tachyzoltes e s t  1 a rad i  o i  odi na ti 2n enzymatique, cata- 1 
lysée par 1 a 1 actoperoxydase, qu i  permet de f i x e r  1 ' 1 ode r a d i o a c t i f  sur l e s  

r é s i  dus ty ros ine des chaines polypeptidiques ( MARCHALONIS, 1971) . Un nombre 

t r e s  f a i b l e  de prot6ines Iodées, majeures de surface, a é té  mis en évidence 

chez l e s  zoTtes. Ceci s i g n i f i e  en f a i t  q u ' i l  ex i s t e  peu de protéines à résidus 

ty rosy l  accessibles à l a  surface des zoTtes, sans pour autant préjuger de 

1 'existence d 'autres protéines de surface pauvres en ce t  acide aminé. 

Une des 3 protéines majeures de surface e s t  reconnue par nos ant icorps 

monoclonaux de classe IgG e t  son poids moleculaire apparent es t  de 30 Kd. 



FIGURE 8 : Immunoélectrotransfert des antigènes d ' u n  ext ra i t  soluble 

reconnus par les anticorps monoclonaux : 

1. Révélation i ndi recte 

A : D3/14/19 ( - 22 Kd) 

B : B41/58 (- 7 30 Kd) 

C : D3/14/59 (- > 94 Kd) 

2.  Révélation directe 1 
1 



Lorsque 1 'analyse électrophorétique e s t  réal isée en présence d' un agent 

réducteur, l a  mobilité e s t  légerement plus fa ib le  ce qui pourrait s ' expl i -  

quer par l 'existence de ponts disulfures intrachafnes ; hypothèse déjà avan- 

cée par Kasper e t  col 1. (1983). 

4.2.3.2. Marquage _ _ _  _ _  _ _ _ _ _ _  des erotéi  ______---_ nes cy tgpl~s~iguwg 

La s t ructure antigénique de T, gondii, après marquage métabolique, e s t  

complexe. Par rapport au marquage de surface, de t r è s  nombreuses bandes sont 

révélées dans les  poids moléculaires les plus élevés. 

Différentes analyses autoradiographiques ont montré que les  an t i -  

corps monoclonaux de sous-classe IgG ident i f ient  une bande intense à 30 Kd, 

ce qui montre que la molécule e s t  biosynthétisée par l e  tachyzoïte, dans 

nos conditions de marquage. De plus, ce t  antigène e s t  également synthétisé 

par les  tachyzoïtes extracel 1 ulai res , bien que ces derniers soient 1 di n 

d ' ê t r e  dans des conditions métaboliques optimales : T. gondii ne peut se  

mu1 t i p l i e r  qu'en s i tuat ion intracel lu la i re .  Le f a i t  que ce t  antigène d'une 

part  e t  la molécule de surface iodée d'autre part migrent de façon identi-  

que e t  sont tous deux reconnus par l e  meme anticorps monoclonal, l a i ssent  

supposer q u ' i l s  correspondent à deux chaines polypeptidiques identiques. 

Etant donné que la  biosynthèse de l 'antigène de 30 Kd ex is te  dans l e s  

deux stades de génèse du parasi t e ,  nous avons choisi ,  pour notre travai 1 , 

l e  marquage de tachyzoïtes extracel lulaires  en raison de leur  f a c i l i t é  

d'obtention e t  d'un meil leur  rendement de marquage. 

4.2.3.3. ---------------------- Immunoélectrotransfert 

L'analyse des antigènes, séparés e t  transférés électrophorétiquement, 

peut dans certains cas s 'avérer  plus sensible e t  plus précise que 1 'immuno- 

précipitation ou donner un complément d'information sur les  antigènes 

reconnus. Elle nous a permis de caractér iser  l e s  antigènes reconnus par l e s  



ant icorps monoclonaux de classe IgM que nous n'avons pas réussi  à i d e n t i f i e r  

l par  immunoprécipitation. D'autre part ,  nous avons également u t i  1 i s é  c e t t e  

technique car e l l e  est  p l us  simple e t  p lus accessible pu isqu 'e l le  ne requ ie r t  

I pas d'éléments r ad ioac t i f s  e t  es t  donc a i ns i  appl icable dans un grand nombre 

de 1 aboratoires . Cette considérat ion e s t  importante quant aux éventuel 1 es 

appl i cations diagnostiques des ant icorps monocl onaux. 

4.3. UTILISATION DE L'ANTICORPS MONOCLONAL A DES FINS FONDAMENTALES ET 

APPLIQUEES 

1 4.3.1. D i s t r i bu t i on  de 1 "antigène 30 Kd de surface 

l 

Nous avons u t i  1 i s é  1 'ant icorps monocl onal pour analyser l a  d i s t r i  bu- 

t i o n  de 1 'antigène de surface 30 Kd chez les  tachyzottes de T. gondii ,par 

immunofl uorescence e t  immunoperoxydase i ndi rectes. Nous avons a i  ns i  pu mon- 

t r e r  une r é p a r t i t i o n  uniforme de l ' an t igène  à l a  surface des tachyzoltes 

extra-  e t  i n t r a c e l  l u l a i r e s  quelque s o i t  l e  stade de genèse ( f i g u r e  9). Nous 

n 'avons pas obtenu de marquage intracytoplasmique des z o l  tes. 

4.3.2. I n t e rac t i on  an t i  corps-tachyzotte v ivant  

L'immunodétection a 'également é té  u t i l i s é e  pour essayer d'analyser l a  

dynamique de 1 ' i n t e rac t i on  anticorps-zoTte. L ' incubation de tachyzoTtes 

v ivants  dans un m i l  i eu  contenant un ant icorps monocl onal an t i  -30 Kd ent ra fne 

un revetement uniforme des organismes par  des immunogl obul i nes . Ce revêtement 

n ' es t  pas red is t r ibué  l o r s  de 1 ' incubat ion à 37OC, contrairement à ce qu i  

i n t e r v i e n t  lorsque des tachyzot tes sont incubés dans un sérum immun (sérum 

de sour is in fes tée) ,  où un "capping" postér ieur  typique des anticorps e s t  

obtenu. 
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Des tachy lo t tes  wcouverts par  l ' an t i - : 30  Kd sont encore capables d'en 

vah i r  des ce l l u l es  Hela e t  de s ' y  m u l t i p l i e r  dans ces conditions. L'imnuno- 

detection montre que les  tachyzottes perdent une large p a r t  de l eu r  revetement 

d'anticorps l o r s  de 1 ' invasion (au niveau de l a  jonct ion mobile responsable 

de l ' en t rée  du parasi te dans l a  c e l l u l e  hbte). 

4.3.3. Essai d'analyse de l a  b iosyn thhe  de l a  molécule 30 Kd 

L ' imunopréc ip i ta t ion  de l a  protéine 30 Kd, biosynthétisée en pdsen-  

ce de 3 5 ~  méthionine, ava i t  e t6  obtenue avec un marquage d'une d u n e  de 

60 min ( v o i r  4.2.1.2.). A f i n  d'analyser les  voies de biosynthèse de ce t t e  

molécule nous avons procéde b des marquages plus courts ; par a i l l eu rs ,  

un essai p r6 l im ina i re  de protéolyse de l a  protéine de surface a e t&  entre- 

p r i  s. 

L' immunoprécipi t a t i o n  des e x t r a i t s  antigeniques, apres marquage de 

5 min. ou 30 min. présente une bande unique de poids moléculaire 30 Kd e t  

nous n'avons pas pu mettre en évidence d 'autre molécule immunopréci p i t ab le  

par 1 'ant icorps monoclonal a n t i  -30 Kd ( f i gu re  10). 

Outre 1 'titude de l a  synthèse de l a  proteine 30 Kd, nous avons envisagé 

1 'analyse de 1 ' i nser t ion  de ce t t e  molécule dans 1 a membrane plasmique des 

tachyzoites. Dans ce but, nous avons incubé des tachyzoites en présence 

de t ryps ine dans des condit ions connues pour dégrader des protéines 

iodees de surface des spooozoites de Plasmodium (YOSHIDA e t  col1 ., 1981), 

protozoaire relat ivement proche de Toxoplasma. Nous n'avons pas pu 

détecter d 'a l  t e ra t i on  des proteines iodees de l a  surface des tachyzoi tes 

sous 1 'ac t ion proteolyt ique de l a  trypsine, dans nos condit ions expéri- 

mentales ; ains i ,  l ' an t i co rps  nonoclonal détecte toujours l a  ~ l é c u l e  30 Kd 

sans montrer de changement par rapport  au témoin (Figure 11). 
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4.3.4. Cinetique de 1 'appar i t ion des a n t i  coprs seriques dans 1 a toxoplasmose 

humafne e t  &@rimentale de l a  sour is  

L 'app l icat ion des techniques de marquages rad ioac t i f s  a i ns i  que l'immu- 

nopréci p i  t a t i o n  e t  1 ' analyse électrophorétique dans 1 'étude des antigenes , 
nous ont permis d ' u t i  1 i s e r  l e s  anticorps monocl onaux cormne marqueurs dans .~ 

l ' é tude  des anticorps humoraux produi ts par l ' hb te  dans les  in fec t ions  expé- 

rimentales e t  humaines. 

4.3 -4.10 R ! ~ ~ E ~ ~ ~ i _ m n ! ~ ~ l ~ g l â ! ~ ~ h , ! ~ ~ ~ I ~ - ~ I ! ~ ~ ~ l ~ ~ ~ ~ ! ~ l ~  

4.3.4.1.1. Vis-à-vis d'antigènes membranaires 

Deux protéines majeures de tachyzottes, maqués en surface, sont i m u -  
l 

nopréci p i  tées préférent ie l  lementpar les  sérums de sour is  a d i f f é ren t s  jours 1 
d ' in fect ion.  Nous pouvons observer, sur l a  f i gu re  12, l a  réponse anticorps 

contre l es  antigenes membranaires de tachyzottes en fonct ion de l ' évo lu t i on  

de l a  toxoplasmose. 

Les sérums de sour is en phase aiguë donnent une réponse f a i b l e  contre 

1 ' antigène 30 Kd par rapport a 1 ' antigène 43 Kd. Ces anticorps devraient 

vraisemblablement correspondre essentiellement aux anticorps de l a  classe 

IgG puisque, dans l a  technique d '  immunopréci p i  tat ion,  l a  protéine A-Sépha- 

rose f i x e  essentiellement les  IgG. Pendant 1 'évo lu t ion de 1 ' in fect ion,  l a  

réponse imnunologique contre les  molécules 43 e t  30 Kd es t  quanti tat ivement 

comparable ; les  bandes i d e n t i f i é e s  plus tardivement on t  un poids molécu+ 

f a i r e  de 35 e t  22 Kd. 

Les sérums de sour is saines, u t i l i s é e s  comme contrale dans toutes nos 

experiences , confirment l a  s p é c i f i c i t é  des a n t i  genes immunopréci p i  tés. 





4.3 .a. 1.2. Vis-8-vis des antigenes cytoplasmiques 

Une étude q u a l i t a t i v e  de l a  réponse des anticorps sériques contre des 

antigenes marqués métabol iquement a é té  effectuée chez l a  souris à d i f f é ren t s  l 

jours d ' i n f ec t i on  ( f i gu re  13).  

Apres analyse en gel de polyacry l  amide - S B ,  des antigènes reconnus 

par des sérums de souris infectées, nous i den t i f i ons  l a  bande 43 Kd dans 

les  d i f f é ren t s  jours d'  i n f e c t i o n  tandis que 1 ' antigène 100 Kd e s t  seulement 

observe au début de l ' i n f e c t i o n .  Les antigènes de haut poids moléculaire sont 

généralement reconnus par tous l e s  sérums. 

4 . 3 . 4 . 2 , l .  Vis-à-vis d'antigènes membranai res 

La so lub i l i sa t i on  par un détergent non-ionique, des tachyzoites marqués 

en surface, e t  1 ' incubat ion avec l es  d i f f é r e n t s  sérums d ' i n f e c t i o n  humaine, 

confirment l a  présence d '  ant icorps spécifiques d i r igés  contre l a  molécule 30 Kd, 

présente au niveau de l a  membrane des tachyzoi tes. De plus,  ces memes tech- 

niques nous on t  permis de caractér iser  l es  autres molécules de surface des 

tachyzoites qui  peuvent ê t r e  reconnues par les  anticorps synthétisés pendant 

1 ' i n f e c t i o n  humaine. 

Le p r o f i  1 électrophorétique des antigènes reconnus par  les  ant icorps 1 ors 

de 1 ' i n f ec t i on  humaine comporte, dans tous les  cas, l es  molécules 30 e t  43 Kd, 

quelques sérums humains révè l  en t  aussi des bandes addi t ionnel  l es  spéci f i  ques 

a 35 e t  22 Kd. 

Les f igures 14 e t  15 correspondent à l a  comparaison des protéines imnu- 

noréactives exprimées à l a  surface de T. gondi i , en u t i l  i san t  d i f f é ren t s  sé- 

rums d ' in fec t ion  humaine ( c e t t e  f i g u r e  il 1 us t re  les  r ésu l t a t s  de quatre expe- I 

r iences d i f fé ren tes  qui on t  donné l es  dmes concl usions). 
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Pour f a c i l t t e r  1 'Enterprétatfon des résul ta ts  nous avons adopte, en 

fonction de la sCrologie e t  des formes c l  tniques de 1 ' infect ion, l a  c lassi-  

f i c a t i o n  suivante : (c lass i f icat ion e tab l ie  par les Professeurs Vernes e t  

Camus, laboratoire de Parasitologie, C.H.U. de L i l l e )  : 

- Groupe 1 : anticorps résiduels 

(I.F. 1.-lgM Negative ; taux d' IgG fa ib le )  

- Groupe II : infect ion récente 

(1.F.I.-1gM Posit ive ; taux d'IgG fa ib les ou élevés) 

- Groupe III : infect ion récente douteuse 

( 1  .F. 1 .-IgM douteux ou négative ; taux d '  IgG fa ib les  ou élevés) 

- Groupe I V  : anticorps élevés persistants dans l e  temps 

( 1  .F. 1. -1gM négative ; taux d' IgG élevgs) . 

Groupe 1 : Les di f férents sérums de ce groupe présentent des t i t r e s  d 'ant i  - 
corps déceles en I.F.I. (1/450) e t  en hémagglutination (1/320 ; 1/640). Ces 

memes sérums, imnunopr6cipi tés avec 1 ' e x t r a i t  de tachyzoltes marqués en sur- 

face montrent que les anticorps reconnaissent l a  molécule 30 Kd qui est  cepen- 

dant quantitativement in fé r ieure  a l a  protéine 43 Kd (Figure 14 p is te 1-2 

e t  Figure 15 p is tes a-b-c-d-e-f). 

Groupe II : Presentant des taux d'anticorps 1 .F. 1 .-IgG (1/4000) ; 1 .F. 1 .-IgM 

(1/150 - 1/450) e t  en hémagglutination (1/1280). L'antigène 30 Kd reconnu 

après imnunoprgcipi ta t ion  a une in tens i té  légèrement p l  us fa ib le  que l a  molé- 

cule 43 Kd. On remarque aussi 1 a présence d'une bande addition- 

nel le  à 32 Kd quantitativement in fér ieure aux deux molécules précédentes 

(Figure 14 pistes 3-4-5 e t  Figure 15 pistes gch-i-j-k) . 

Groupe III : Dont l e s  anticorps sont 1.F.I.-IgG (1/450) ; I.F.1.-IgM (1/150 

ou douteux) e t  en hgmaggl u t ina t ion  (1/320) , Après inunopréc i  p i  ta t ion, l e s  





anttcorps nous p e m t t e n t  de mettre en evidence l a  présence d'une 

hande reconnaissant l a  proteine 30 Kd tres fai.blement par rapport a l a  

p r o u t n e  43 Kd (Ftgure 14 p i s tes  6-7 e t  FPgure 15 p ts tes m-n-o-p-q). 

Groupe I V  : Class i f ié  par des a n t i  corps élevés en 1 .F. 1. ( > 1/4000) 

I e t  en hémagglutinatfon ( > 1/1280) ce groupe présente à 1 ' immunoprécipitation 

1 tous l e s  antigènes de surface ; l a  protéine 30 Kd ayant l a  &me i n tens i t é  

que l a  43 Kd tandis que l a  bande 35 Kd e s t  plus f a i b l e  que les  précédentes 

I mais plus prononcée que l a  molécule 22 Kd ( f i gu re  14 p is tes 8-9- e t  

Figure 15 p is tes r-s-t-u-v-w). 

Les sérums humains ,dépourvus d 'ant icorps anti-toxoplasme, 

sont u t i l i s é s  comne témoins négat i fs  (Figure 14 p i s t e  O). 

Nous avons aussi inc lus  pour chaque gel un anticorps monoclonal 

anti-30Kd servant de marqueur du poids moléculaire 30 000 da1 tons. 

4.3.4.2.2. Vis-à-vis des antigènes cytoplasmiques. 

L i  analyse qua1 i t a t i v e  de 1 a réponse des anticorps sériques d i  r i  - 
ges contre les  antigenes cytoplasmiques marqués a été étudiée dans les  sGrums 

humains correspondant aux quatre groupes déjà c i  tés. 

i Les antigènes iso lés d '  un ex t ra i  t détergent de tachyzoltes imnu- 

nopréci p i  tés par l e s  sérums de sour is infestées ou par l e s  sérums humains nous 

donnent des p r o f i  1 s comparables. Nous pouvons observer que seulement quelques 

molécules sont reconnues spSci fiquement par ces anticorps. 

I Dans l e s  sérums humains des. d i f f é ren t s  groupes 1, II, III e t  IV,. 

l e s  antigenes 43 Kd e t  100 Kd sont généralement reconnus tandis que dans l e s  

sérums des groupes I I  e t  III sont observées 2 molécules supplémentaires corres- 

pondant aux antigenes de 35 e t  94 Kd. 

i Les antigenes de bas poids moléculaire sont observes dans quelques 

sérums des 

l 

groupes 1 e t  III tandis que pour l e  groupe IV, les antigenes de bas 
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p 0 i . d ~  mol4culaire a i n s i  que l e s  antigenes de haut poids moleculaire sont 

reconnus par tous l e s  sérums quel que s o i t  l e  stade d ' i n f e c t i o n  (Figure 16). 

4.3.4.3. ~ g s $ - ~ g _ c ~ ~ p e ; ~ $ i ~ c - g ~ - s R I A  

Les résu l t a t s  décr i t s  dans ce chapi t re correspondent à l ' i n h i b i t i o n  

des l iqu ides d 'asc i te  ou des sérums humai ns dans l a  reac t ion  de 1 'ant icorps 

monoclonal B 41/58 marqué ti 1 ' 1 2 5 ~  ou d'un . , . &  mélange de 5 ant icorps monoclonaux 

(de classe IgG1 e t  IgG2b dans les  mêmes proport ions) respectivement sur un 

antigène t o t a l  soluble de tachyzoTtes couplé au support sol ide.  La réa l i sa -  . 

t i o n  de l a  technique exige l a  détermination préalable des d i 1  u t ions l i m i t e s  de 

1 'antigène e t  de 1 'ant icorps marqué. 

La détermination de l a  d i l u t i o n  l i n i t e  d'antigene e s t  é tab l i e  par  une 

courbe (Figure 17) obtenue à p a r t i r  des résul  t a t s  de l a  réac t ion  des ant icorps 

marqués à 1 ' 1 2 5 ~  mis en exces (100 000 cpm) e t  de d i f fé ren tes  concentrations 

de 1 ' antigene t o t a l  soluble. La concentrat ion cho is ie  (50 pg/ml)  représente 

l a  quant i té  d'antigene nécessaire p o u r l i e r  70 à 80 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  ; 

l e  100 % correspondant au plateau de l a  courbe, l à  OU 1 'ant igène es t  en excès. 

La détermination de l a  d i l u t i o n  l i m i t e  des anticorps marqués à 1 ' 12!iI 

es t  é tab l i e  grâce à une courbe (Figure 18) obtenue à p a r t i r  des résu l ta ts  

l de l a  réact ion de plusieurs d i l u t i o n s  de ce t  ant icorps sur 1 'antigène t o t a l  

soluble en d i  l u t i o n  1 i m i t e  ( é t a b l i e  précedement). La d i  1 u t i o n  choisie, équivalent  

I a 50 000 cpm/100 pl , représente 1 a p l  us grande d i  1 u t i on  de 1 ' anticorps marqué 

qui  e s t  encore capable de se l i e r  à l 'an t igène e t  de donner un maximum de 

r é a c t i v i t é  (100 %) . 
4.3.4.3.1. I n h i b i t i o n  par les  sérum humains 

La f i g u r e  19 montre l es  r ésu l t a t s  d'un t e s t  de compéti t ion ent re  l e s  

ant icorps monoclonaux marqués e t  l es  sérums humains de d i f f é r e n t s  groupes. 

Annexées a l a  f i g u r e  se t rouvent l e s  caractér is t iques des d i f f é ren t s  sérums : 

t i t r e  en I.F.1.-IgG, I.F.1.-IgM, Hémagglutination e t  immunoglobulines de 

classe G ou M. 





I Cette f igure montre une react ion d ' i n h i b i t i o n  re lat ivement importante 

l avec l e s  serums des groupes II e t  I V  e t  moins net  avec l e s  serums des groupes 

1 e t  III par rappor t  aux temoins néga t i f s  sains. Aucun faux p o s i t i f  n ' e s t  ob- 

serve. S ix  serums du groupe II,I .F. 1.-IgM nega t i f  .se sont av l res  p o s i t i f s  dans 

l e  t e s t  de compétit ion. 

Les serurns de pat ients  a t t e i n t s  de lupus erythémateux, de mononucleose 

l infect ieuse.  de 1 i s t e r i ose  ou de rubeole sont négat i fs  dans ce t es t .  
Y 

4.3.4.3.2. I n h i b i t i o n  par d'autres antfcorps monoclonaux 

La f igure 20 montre l es  resu l ta ts  d 'un t e s t  de competit ion entre l ' a n t i -  

corps monoclonal B 41/58 e t  d i f férents l i qu ides  d 'asci te,  où nous pouvons I 



1 FIGURE 17 : ~etermination de la dilution limlte de l'antigene 

total soluble * 

* L'anticorps monoclonal marqué est utilisé en excès (100 000 cprn) 

FIGURE '18 : Détermination de la dilution limite del 'anticorps 

monoclonal B 41/58 marqué à 1 ,12S1 * 

anticorps 
9 L'antighe est utilise en dilution limi te 50 pg/ml . 







C H A P I T R E  V 

D I S C U S S I O N  GÉNÉRALE E T  CONCLUSI0 .N 



5.1. Obtention e t  caractéri sati on d 'anticorps monoclonaux 

L'introduction de la technique de fusion cellulaire par KOHLER e t  

MILSTEIN (1 975) a ouvert 1 a possi bi 1 i té d'obtenir des anticorps monocl onaux 

avec des spécificités dirigées contre des entités potentiel lement antigéni- 

ques. Ainsi pour Toxoplasma gondii leur production a été rapportée 

récemment par plusieurs auteurs (SETH1 e t  coll. ,  1980 ; HANDMAN e t  

REMINGTON, 1980b ; JOHNSON e t  col 1 ., 1981 ; KASPER e t  col 1.  , 1982). Les 

différentes approches qui ont été u t i  1 i sées pour 1 ' obtention des 

toxopl asmes des ce1 lules innnunes de rate de souris immunisées ou infectées 

e t  l a  désignation des cellules de myelome utilisées pour la fusion sont 

résumées dans l e  tableau 6. 

Si certains auteurs (HANDMAN e t  col 1. , 1980 ; JOHNSON e t  col 1. , 1981 ) 

o n t  obtenu des anticorps monoclonaux réagissant avec des antigènes cyto- 

plasmiques ou solubles, détectés par I.F. 1. ou E.L.I.S.A., les seuls anti- 

gènes de Toxopl asma caractéri sés par immunoabsorption e t  él ectrophorèse en 

gel de polyacryl amide-SDS sont des protéi nes membranai res. Deux rai sons ma- 

jeures expliquent ces résultats ; une raison technique, d'une part, résulte 

de 1 a iodation enzymatique des protéines de surface, méthode de marquage 1 a 

plus facile des antigènes en vue de leur caractérisation après immunopréci- 

pitation. D'autre part, une raison théorique peut être avancée selon l a -  

quel l e  les antigènes de surface d'un parasi te  uni-ce11 ulaire sont parmi les 

plus susceptibles d'être impliqués dans l a  réponse immune de 1 'hôte. 

Les résultats des divers auteurs reposent donc sur l e  radiomarquage de 

la membrane des tachyzoi tes de Toxoplasma e t  par conséquence, sur l e  profil 

protéique correspondant obtenu par él ectrophorèse. A ce ni veau déjà, 1 es 

résul ta t s  pub1 iés dans 1 a 1 i ttérature divergent sur deux aspects: d'une 

part l e  nombre de protéines majeures reconnues e t  d'autre part sur l e  poids 

1 moléculaire apparent de ces molécules dans l e  système d'analyse en gel de 

polyacryl ami de-SDS. 



Tableau 6 - Hybridomes producteurs d 'an t icorps  d i r i g é s  cont re  T. gondi i 

Antigènes de sur face 1 Reférences Sources de c e l l u l e s  pour l a  fus ion  Dépi stage reconnus par  -1 es 
ant icorps  monoclonaux 

SETHI, END0 e t  Souris Balb/C - P3-xs3-Ag8.653 1 BRANDIS (1980) Immunisation : 5-1, 20 kystes ( G a i l )  i . p .  

- R I A  avec tachyzoi tes 27 - 43 Kd 

u l  trasonnés (non p u b l i é )  

3-14, 20 kystes (Ga i l )  S.C. 

5-29, 100 tachyzoï tes  (BK) i .p. - I .F . I .  

5-35-37, hyb r ida t i on  

HANDMAN e t  Souris Balb/C -NS-1 v a r i a n t  du P3-X22-Ag8 - RIA avec tachyzoï tes 14 - 23 - 35 e t  43 Kd 

REMINGTON 3 Immunisation : J-1, 2 x 10 tachysoi tes (Cg7) S.C. e n t i e r s  
6 5-50, 5 x 10 tachyzoï tes 

( f i x é s  au formol ) i .p. 

5-53, hyb r ida t i on  

- R I A  avec tachyro ï tes  

u l  trasonnés 

JOHNSON, MC NAMARA, Souris Bal b/C - P3-Xs3-Ag8 ,553 -1.F.I. 

NEOH, Mc DONALD e t  Immunisation : J-1 tachyzoï tes  ul trasonnés (RH) i .p. - Hémagglutination 

ZOLA (1981) 5-29, Rappel dans l e s  mêmes cond i t ions  

3-32, hyb r ida t i on  

KASPER, CRABB Souris Balb/C - M P C - 11 - E.L.I.S.A. 22 - 30 Kd 

e t  PFEFFERKORN 7 Immunisation : J-1, 1.5 x 10 tachyzoltes(1ysés 

(1982) par congé1 ation-décongél a t i o n )  i .p. 

5-14, 28, 42, 56, Rappel dans l e s  

mêmes condi t i o n s  
7 5-98, 2 x 10 tachyzoïtes(1ysés I 

m 
par congélat ion-décongélat ion) i . p .  (U 

I 

5-101, hyb r ida t i on  



En ce qu i  concerne l e  nombre d 'ant igènes majeurs, nos r é s u l t a t s  coïn- 

c i d e n t  avec ceux de KASPER e t  c o l l .  (1983) qu i  i d e n t i f i e n t  3 pro té ines  i o -  

dées en présence de lactoperoxydase. HANDMAN e t  c o l l .  (1980) o n t  mis en 

évidence au moins 4 pro té ines  majeures parmi l esque l l es  sont  retrouvées l e s  

3 que nous décrivons. 

Cet te d i  f fé rence e s t  probablement due à 1 a provenance des tachyzoï tes  

u t i l i s é e s  pour l e  marquage : c u l t u r e  c e l l u l a i r e  ou a s c i t e  de souris.  

CHBOUKI (1982) a montré en comparant l e s  p r o f i l s  des pro té ines  

radiomarquées des tachyzoï tes provenant de ces deux modes de production, 

que 1 es tachyzoy tes  i ssus de ce1 1 u l  es montra ient  t r o i s  pro té ines  majeures 

a l o r s  que ceux venant d ' a s c i t e  pouvaient compter 2 ou 3 pro té ines  

supplémentaires. Nous avons également re t rouvé ces r é s u l t a t s  e t  nous 

pensons que 1 es tachyzoï t e s  d 'asc i  t e  po r te ra ien t ,  adsorbées à 1 eur  surface, 

des pro té ines  de sour is .  Cet te  hypothèse a v a i t  déjà é t é  envisagée par  

HANDMAN e t  c o l l .  (1980). Ces cons idéra t ions  nous o n t  condu i t  à u t i l i s e r  l e  

p l  us souvent possible, malgré 1 a moins grande f a c i l i t é  d 'ob tent ion ,  des 

tachyzo'i t e s  i ssus  de c u l t u r e  de ce1 1 ules. 

D 'aut re  pa r t ,  i 1 apparai t une d i f f é r e n c e  dans 1 es r é s u l t a t s  e n t r e  l e s  

auteurs qui concerne une p ro té ine  de 14 Kd dont 1 'ex is tence e s t  à not re  

a v i  s  douteuse. 

En e f f e t ,  dans 1 a p l u p a r t  des travaux où e l l e  apparai t ,  e l l e  e s t  con- 

fondue avec l e  f r o n t  de m ig ra t i on  de 1 'é lectrophorèse e t  correspond proba- 

blement à 1 ' i ode  r a d i o a c t i f  1  i b r e  provenant de l a  préparat ion. Cer ta ins  de 

nos ge ls  montrent une t e l  l e  bande, vraiment t r è s  f a i b l e  ; mais dans l e s  

cond i t i ons  d ' é l  ectrophorèse u t i  1  i sées, 1 es p r o t é i  nes de bas poids mol écu- 

l a i r e  migrent  près du f r o n t  e t  l e  témoin de masse molécu la i re  14 000 e s t  

a l o r s  pratiquement confondu avec l e  f r o n t  de migrat ion.  

En ce qu i  concerne l e  po ids  molécu la i re  apparent des pro té ines  de sur- 

face, des d i f f é rences  assez importantes sont  notées ent re  1 es auteurs, b ien  

q u ' i l  semble s ' a g i r  des mêmes proté ines.  Les r é s u l t a t s  de KASPER e t  c o l l .  



(1 983 ) apportent  une réponse à c e t t e  quest ion : 1 ' u t i  1 i s a t i o n  ou non 

d 'agents réducteurs 1 o rs  de 1 ' é l  ectrophorèse a l  t è r e  1 e comportement de ces 

pro té ines  dans l e  système d 'analyse en ge l  de polyacrylamide-SDS, ce qui  

e s t  essen t ie l  lement dû à 1 a présence de ponts d i s u l  f u r e  i ntramolécul a i re .  

Nos r é s u l t a t s  co ïnc ident  exactement avec ceux de KASPER e t  c o l l .  

(1983) e t  il semble b i e n  que l e s  t r o i s  pro té ines  majeures de sur face de 

T. gond i i  sont  22-30 e t  43 Kd, migrant  respectivement à env i ron  17, 27 e t  

35 Kd dans un système non réducteur. 

Cet te comparaison en t re  nos r é s u l t a t s  e t  ceux de KASPER e t  c o l l .  

(1 983) nous permettent d ' a f f i r m e r  que l e s  an t i co rps  monoclonaux que nous 

avons obtenus reconnaissent l a  même molécule P30 d é c r i t e  pa r  ces auteurs. 

La comparaison avec l e s  r é s u l t a t s  de HANDMAN e t  c o l l .  (1980) ou ceux de 

JOHNSON e t  c o l l .  (1982) r e s t e  p l u s  dé l i ca te .  

En ce qu i  concerne l a  s p é c i f i c i t é  ant igénique reconnue par  nos d i f f é -  

r e n t s  an t i co rps  monoclonaux, nous ne pouvons pas, à l a  vue de nos r é s u l t a t s  

de compéti t i o n  en t re  1 es d i f f é r e n t s  ant icorps  monocl onaux, conclure qu' i 1 s 

reconnaissent l e  même épitope. En e f f e t ,  nos expériences de compét i t ion  on t  

é t é  réa l i sées  avec un seul an t i co rps  monoclonal marqué à 1 ' 1 2 5 ~  (B41/58) 

; seuls des t e s t s  c ro i sés  pour ra ien t  dé f i n i t i vemen t  conclure à une même 

s p é c i f i c i t é  antigénique. Q u o i q u ' i l  en s o i t  i 1 e s t  vraisemblable que l e s  

clones B41/56 e t  B41/58 expriment une même s p é c i f i c i t é  ant igénique puisqu'  

i l s  sont  i s s u s  du même hybr ide  de départ e t  sécrètent  l e  même i so type  : 

IgG1. 11 s e r a i t  i n té ressan t  de comparer par  rappor t  au c lone B41/58, l e s  

deux c lones B132/54 e t  B132/62 ( d é r i v a n t  du même hybr ide e t  sécré tant  des 

IgG2b) qu i  o n t  donné des pourcentages d ' i n h i b i t i o n  d i f f é r e n t s  dans l e s  

t e s t s  de compéti t ion. 

L'ensemble de nos r é s u l t a t s  ind iquent  c la i rement  que ces c i n q  

an t i co rps  monocl onaux, ayant s e r v i  dans des appl i c a t i o n s  diagnostiques, 

reconnaissent 1 a même molécule 30 Kd ; des r é s u l t a t s  complémentaires sont 

nécessaires pour prouver que c e t t e  molécule comporte un ou p lus ieu rs  

ép i  topes. 





5.2.1.2. Interaction ent re  1 'anticorps monoclonal e t  1 'antigène de membrane 

des tachyzoi t e s  vivants 

L'incapacité du Toxoplasma vivant à "capper" l a  double couche d 'an t i -  

corps quand l a  première comporte u n  anticorps monoclonal anti-30 Kd e s t  

surprenante. 1 

En e f f e t  u n  "capping" a é t é  reporté dans des études précédentes sur 

1 ' interaction entre 1 igands e t  zoC t e s  chez les  sporozoaires e t  spécialement 1 
dans l e  cas du toxoplasme (DZBENSKI e t  ZIELINSKA, 1976). Nous avons 

confirmé ce phénomène de "cappi ng' en présence d 'anticorps provenant de sé- 

! rums de souris infestées. Pour expliquer nos résu l ta t s  avec 1 'anticorps ~ 

i monoclonal anti-30 kd,  nous devons admettre que l e s  déterminants de surface 

de 30 Kd ne peuvent pas ê t r e  redistribués dans 1 a membrane du zoïte en s i -  

tuation classique de formation de "cap". 

l Une t e l l e  imnobilité de cer tains  s i t e s  antigéniques avait  é t é  déjà 

suggérée dans l e  cas d '  Eimeria nieschulzi où l a  surface du  sporozoite 

r e s t a i t  fluorescent après 1 e "capping" d'anticorps di ri gés contre l e s  

I sporozoites (CHBOUKI e t  DUBREMETZ, 1982). 

5.2.1.3. Elimination de l 'ant icorps monoclonal anti-30 Kd pendant 1 'inva- 

La capacité de pénétration dans 1 a ce l lu le  par les  tachyzoi t e s ,  recou- 

ver ts  par 1 'anticorps monocl onal anti-30 Kd, f u t  une observation inattendue 

e t  permet de conclure que les  zoï t e s  sont encore doués d 'une mobi 1 i t é  même 

sans u n  "capping" des anticorps. Une t e l l e  poss ib i l i té  n 'avait  pas é t é  

pr ise  en consi dération dans des hypothèses antérieures sur 1 a mobi 1 i t é  des 

tachyzoïtes où l e s  deux phénomènes é t a i t  considérés comme é tant  étroitement 

l l i é s  e t  interdépendants (RUSSEL e t  SINDEN, 1981 ). l e  revêtement des 

tachyzoi t e s  par 1 ' immunogl obul i ne anti -30 Kd ri '  i nhi  be donc pas 1 e mouvement 

du parasi te.  Le fa ib le  marquage, observé chez 1 es  zoï t e s  i ntracel 1 ul ai res 

par rapport aux zoi t e s  extracel 1 ulaires  au moment de 1 ' immunodétection de 



1 1  'an t icorps ant i -30 Kd sur  1 es organismes, pré- i  ncubés, pou r ra i t  ê t r e  à 

première vue a t t r i b u é  à un défaut  de pénétrat ion des r é a c t i f s  dans l a  ce l -  

1 ule. La f a i b l e  quanti t é  d 'ant icorps ant i -30 Kd sur  des 201 tes  i n t r a c e l  1 u- 

1 a i res  pré- i  ncubés e s t  due probablement à 1 a per te  de ces protéines pendant 

1 ' invasion. 

Une question importante res te  encore sans réponse à savoir  s i  1 ' a n t i -  

gène de 30 Kd e s t  aussi perdu pendant 1 ' invasion du parasi t e  ou s i  l a  1 i a i -  

son ent re  1 'antigène e t  1 'ant icorps e s t  rompue. 

L'accumulation de vésicules marquées de r r i è re  1 'extrêmi t é  du parasi t e  

l envahissant pré-revêtu 1 aisse supposer une per te  de p rodu i t  au niveau des 

l composants membranai res ; non seulement 1 e revêtement d 'ant icorps e s t  con- 

cerné mai s aussi probablement 1 a double couche 1 ipoproté i  que. 

L ' i nsuccés des zoï tes, recouverts d 'ant icorps monoclonaux, à se déve- 

lopper dans des macrophages (HAUSSER e t  REMINGTON, 1981 ; e t  SETH1 e t  

co l  1. , 1981 ) e s t  probablement expl iqué par  1 es propr ié tés  phagocytaires des 

macrophages. L ' é l  iminat ion incomplète du revêtement d 'ant icorps pendant 

1 ' invasion (nos résu l t a t s )  pou r ra i t  rendre compte de 1 'ac t ion  toxo ly t ique  

des macrophages ; néanmoins l e  mécanisme de ce phénomène reste  encore i n -  

connu. 

Le r é s u l t a t  p r inc ipa l  de not re  étude e s t  de soul igner 1 'appos i t ion 

é t r o i t e  ent re  l a  membrane de 1 'hôte e t  du paras i te  pendant l a  pénétrat ion, 

l i b é r a n t  du paras i te  des molécules adsorbées à l a  surface. Ce r é s u l t a t  e s t  

à rapprocher de 1 a jonc t ion  mobile décr i  t e  1 ors de 1 ' invasion de 1 'é ry thro-  

cy te  par l e  mérozoite de Plasmodium où l e  "ce l l -coat "  du mérozoite e s t  61 i- 

miné de manière comparable à ce que nous observons pour l 'ant icorps f i x é  

sur l e  Toxoplasma . Néanmoins, dans ce dern ier  cas, quelques molécules ad- 

sorbées restent  en surface puisqu'un l ége r  marquage es t  observé dans des 

zo? tes  i ntrace l  1 u l  aires. 

Des études suppl &entai res  sont nécessaires pour m i  eux connai t r e  1 a 

nature exacte de c e t t e  i n t e rac t i on  e t  l e s  mécanismes de mob i l i t é .  



5.2.2. Biosynthèse de l a  molécule 30Kd 

L'étude de l a  biosynthèse de l a  molécule 30 Kd n 'a  é té  qu'abordée au 

cours de not re  t r a v a i l .  Ces observations pré1 imina i res  ne peuvent pas en 

out re  ê t r e  comparées à d'autres, aucune étude comparable n'ayant encore é té  

réa l isée chez l es  coccidies. Nous n'avons pu mettre en évidence de précur- 

seur de l a  molécule 30 Kd, même avec des durées de marquage de 1 'ordre de 

c i nq  minutes, temps relat ivement cour t  s i  on l e  compare à l a  durée du cycle 

c e l l u l a i r e  de Toxoplasma qu i  e s t  d 'environ 6 h. Tro is  hypothèses sont en- 

v i  sageables : ou 1 a 30 Kd n ' a  pas de précurseur d i s t i n c t ,  ou nos temps de 

marquage sont encore t r op  longs, ou encore i 1 ex i s te  un précurseur ne pos- 

sédant pas 1 'ép i  tope reconnu par nos ant icorps monocl onaux. La p u r i f i c a t i o n  

de l a  molécule 30 Kd par immunoabsorption (KASPER e t  co l l . ,  1983) e t  l a  

préparation d 'ant icorps polyclonaux d'une par t ,  1 ' isolement des ARN messa- 

gers des tachyzoites e t  l e u r  expression i n  v i t r o  d 'au t re  par t  devraient  

permettre de résoudre ce problème. 

Le t r a n s i t  de l a  molécule 30 Kd de son s i t e  de biosynthèse jusqu'à l a  

surface du z o i t e  res te  à étudier .  Notre unique t en ta t i ve  à c e t  égard montre 

que l a  pro té ine 30 Kd de Toxoplasma e s t  moins sensible à 1 a t ryps ine que 1 a 

Pb44 des sporozoi tes  de Plasmodium berghei (YOSHIDA e t  c o l  1. , 1981 ) . Ceci 

confirme l a  d i f férence ent re  l e s  2 molécules Pb44 e s t  p lus  s u p e r f i c i e l l e  

a l o r s  que l a  30 Kd e s t  t r è s  probablement transmembranaire a i n s i  que l e  sug- 

gèrent KASPER e t  c o l  1. ( 1  983). 



1 5.2.3. Cinétique de l a  réponse imnune humorale 

Les études sérologiques chez 1 'home i ndiquent que 20 à 90 % des popu- 

l a t i o n s  adultes sont a t t e i n t s  d ' i n fec t ion  due au Toxoplasma gondi i  , 
1 aquel l e  e s t  grave chez 1 'enfant  ayant une toxoplasmose congéni ta1 e e t  

1 chez l e s  pa t ien ts  imnunosupprimés. Peu d'études o n t  é té  effectuées sur l e s  

antigènes reconnus par  1 es ant icorps spécifiques. La d i f f i c u l t é  de 

I préparation d 'antigènes purs e t  1 'extrême hétérogénéité des ant icorps dans 

1 a réponse imnunologique on t  toujours 1 im i t é  1 'analyse des antigènes 

l parasi t a i  res reconnus. 

l Les ant icorps monocl onaux sont a i n s i  précieux pour i d e n t i f i e r  1 es 

immuno-déterini nants spécif iques e t  donc pour éval uer 1 a réponse immune hu- 

moral e. 

5.2.3.1. Réponse imnune humorale v is-à-v is des antigènes cytoplasmiques 

Les ant icorps de c lasse IgM chez l e s  pa t ien ts  en phase aiguë d ' i n f ec -  

t i o n  sont d i f f i c i l e m e n t  mis en évidence par I.F.I. ; récemnent un e f f e t  

i n h i b i  t e u ~  a é t é  a t t r i b u é  aux IgG sériques lorsque l e s  t i t r e s  sont élevés 

(FILICE e t  co l l . ,  1980). 

Dans not re  étude, 1 ' imnunoprécip i tat ion d'un e x t r a i t  antigénique solu- 

b l e  marqué à l a  méthionine 3% avec des sérums humains en phase aiguë ou 

chronique d ' i n f e c t i o n  montrent un p r o f i  1 complexe d'immunoréactivi té.  

antigènes b ien représentés on t  un poids moléculaire apparent de 

62-49-35- - - -  31 - 29 - 28 e t  - 24 Kd. La p lupar t  de ces antigènes correspondent 

à ceux mis en évidence par  ERLICH e t  c o l  1. (1983) par 1 a technique dlimnu- 

noé lec t ro t rans fe r t  ; de p lus  i l s  démontrent que l e s  antigènes de poids 

moléculai re 75-70-65-54-38- 31 - 29 - 28 -26- 24 Kd, réagissent avec l e s  - - -  - 
ant icorps de c l  asse IgG pendant l e s  d i f f é r e n t s  stades de 1 ' infect ion.  

Un t r a v a i l  récent de SHARMA e t  col1. (1983) par l a  technique d '  

imnunoél ec t ro t ransfer t ,  révè le  que des ant icorps IgM e t  IgG, présents dans 
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l e s  sérums humains d ' in fect ion,  reconnaissent des antigenes c m n s  d l  un 

poids moléculaire de 32-22 e t  6 Kd. Un ant f  corps de classe IgM reconnai t un 

antigene 6 Kd en réponse i nf t f  a l  e 1 ors de 1 ' f n fec t f  on pu is  i 1 s observent 

une r iponse IgM vis-à-vis des autres antfgènes 32 e t  22 Kd e t  une réponse 

IgG d i r igée  contre l 'ant igène 6 Kd e t  l e s  antigenes de haut poids 

moléculaire. NAOT e t  REMINGTON (1981) on t  rapporté que l e s  ant icorps IgG 

af nsf que l e s  IgM, présents dans des sérums de patients, réagissent avec 

des f rac t ions  membranai res de T.  qondi i . 

JOHNSON e t  c o l l .  (1982) après une analyse des polypeptides e t  des g ly-  

copeptides des préparations ant f  géni ques solubles (TF1 ) e t  inso lub les (TF21 

de tachyzoltes iodés en présence de lactopéroxydase ou de Chloramine T, 

su i v i  d'une immunopréci p i  t a t i o n  montrent 1 'existence de 4 polypeptides qui 

sont communs pour l e s  f rac t ions  TF1 e t  TF2 e t  ayant un poids moléculaire de 

56-43-35 e t  14 Kd ; l e s  t r o i s  derniers sont certainement identiques a ceux 

démontrés par HANDMAN e t  c o l l .  (1980). Le m h e  auteur d é c r i t  un ant icorps 

monocl onal qui réagi  t uni  quement dans l e  t e s t  d ' hémaggl u t i  nat ion i nd i  recte; 

l 'ant igène reconnu présente un poids moléculaire de 98 Kd e t  n 'es t  présent 

que dans 1 a f r a c t i o n  soluble. Cet antigène e s t  immunopréci p i t é  par l e s  sé- 

rums d ' i n fec t i on  ayant un t i t r e  é l  ev6 en hémaggl u t i  nat ion i nd i  recte. 

Nous avons mis au po in t  un t e s t  de compétit ion entre l es  ant icorps 

sérf ques d '  f n fec t ion  humaine e t  1 'ant icorps monoclonal ant i -30 Kd. Les ré- 

su1 t a t s  semblent indiquer 1 a présence dans 1 es sérums d ' i n fec t i on  d 'an t i  - 
corps qui reconnai ssent l e  même détermi nant antigénique que ce1 u i  reconnu 

par  1 'ant f  corps monoclonal ou au moins un autre t r ès  proche e t  sur 1 a même 

molécule. De plus, un dosage des fmnunoglobulines humaines de classe IgG ou 

IgM f mpl i quees dans 1 a compétit ion peut ê t r e  réa l  i sé postérieurement au 

t es t ,  l e  taux permettant de quan t i f i e r  l e s  ant icorps spécif iques chez 1 '  

homne 1 ors  des d i f f é r e n t s  stades c l  i nf ques de 1 ' f nfection. 



5.2.3.2. Immunoréponse v i  s-à-vi s des antigènes de surface 

Les ant icorps monoclonaux d i r i g é s  contre l a  membrane de T. gondi i  

ayant une r é a c t f v i  t é  en 1 .F. 1. , on t  é té  développés par  HANDMAN e t  REMINGTON 

(1980a) ; SETHI e t  c o l l .  (1980) e t  JOHNSON e t  c o l l .  (1981 ). Une carac té r i -  

sa t ion p ré l im ina i re  d'antigènes de membrane de tachyzoïtes a é té  ef fectuée 

par  HANDMAN e t  REMINGTON avec d i f férentes souches de T. gondi i  RH, Cg7 e t  

C56, marquées à 1 ' iode e t  imrnunoprécipitées par  des sérums de sour is  en 

phase chronique d ' in fec t ion .  Quatre protéines majeures marquées sont déce- 

lées avec l e s  3 souches à un poids moléculaire de 43-35-27 e t  14 Kd. 

Le marquage des tachyzoïtes, pa r  1'1251 en présence de lactoperoxy- 

dase, nous a permis de mettre en évidence un nombre 1 i m i  t é  de protéines de 

surface préc ip i tées par l e s  ant icorps produi ts  au cours de l a  toxoplasmose 

expérimentale ou humaine. Cette étude a pour bu t  d'analyser l e  développe- 

ment de l a  réponse ant icorps contre l e s  antigènes de surface du tachyzoï te 

au cours de 1 ' i n f e c t i o n  humaine. T ro is  antigènes majeurs de poids molécu- 

l a i r e  de 43, 30 e t  22 Kd e t  deux mineurs à 35 e t  14 Kd on t  été i d e n t i f i é s  

par  des sérums de sour is  e t  humains in fec tés par T. gondi i  . Le p r o f i l  an- 

tigénique, reconnu pa r  l e s  ant icorps s é r i  ques spécif iques var ie  considéra- 

blement pendant 1 ' i n f ec t i on  ; en e f f e t ,  l a  d i s t i n c t i o n  entre l a  phase aiguë 

e t  l a  phase chronique e s t  d i f f i c i l e  à é t a b l i r .  La not ion importante appor- 

tée par c e t t e  étude e s t  l a  démonstration que 1 'home a t t e i n t  d'une 

toxoplasmose présente des ant icorps contre l ' an t igène  30 Kd e t  dans l a  

p lupar t  des cas des ant icorps contre 1 'ant igène 43 Kd quand 1 ' i n f e c t i o n  e s t  

douteuse ou récente tand is  que 1 ' i n t e n s i t é  de l a  réponse ant i -30 Kd e s t  

p l us  importante au moment du développement d'une imrnuni t é  à 1 a r é i  nfect ion.  

Chez l a  sour is c e t t e  période correspond à 1 a 4ème semaine d ' i n f e c t i o n  ; 

nous avons pu v é r i f i e r  1 'absence d 'ant icorps ant i -30 Kd dans l e s  sérums de 

sour i  s au moment de l a  période précoce d ' in fec t ion .  

Ainsi  , ce r ta i  ns détermi nants a n t i  géni ques, reconnus par 1 es ant icorps 

sériques, sont accessibles à l a  surface des parasi tes  vivants. Cette s i tua -  
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I t i o n  condui t  à envisager l a  p a r t i c i p a t i o n  de ces antigènes dans des méca- 

nismes d'immunité dépendants d 'ant icorps spécifiques. L ' u t i i  i s a t i o n  des 

ant icorps produi ts  dans ce t r a v a i l  suggère que 1 'ant igène 30 Kd pou r ra i t  

1 ê t r e  responsable d'un mécanisme ef fecteur.  Cette hypothèse e s t  appuyée 

indirectement par l a  c inét ique de l a  réponse immune humorale chez 1 a sour is 

e t  chez 1 'homme e t  p lus  directement par l e s  expériences pré1 imina i res  t rès  

récentes de p ro tec t ion  passive conférée par l e s  ant icorps monoclonaux de 

classe IgGl, l o r s  d ' i n f ec t i ons  aiguës e t  chroniques chez l a  souris. 



CONCLUS ION 

Nos résultats confirment que la molécule de surface de 30 Kd 

est un immunogene majeur dans la Toxoplasmose. A ce titre, i l  est 

possible d'espérer une application des anticorps monoclonaux obte- 

nus dans le diagnostique de cette maladie, dont l'importance dans 

la pathologie du nouveau-né n'est pas négligeable. En outre, des 

résultats para1 léles à ceux de JOHNSON et col 1. (1983) n'excluent 

pas la possibilité d'une protection par la molécule 30 Kd, ce qui 

ouvre à des perspectives tres importantes. Notre travai 1 pré1 imi - 
naire sur la biosynthèse de cette molécule montre que cette pro- 

téine est activement transcrite et que l'on peut vraisemblablement 

espérer obtenir in vitro et analyser précisement les séquences 

responsables de son immunogènicité et éventuellement les utiliser 
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