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INTRODUCTION




La Toxoplasmoese, due a Toxoplasma gondii,
protozoaire cosmopolite <frégquent, affecte 1'homme et

les animaux domestiques. Entrainant une maladie bénigne

t

chez 1'enfant et 1'adulte immunocompétent, =elle est

th

redoutable chez le foetus et le nouveau-né en raison
des atteintes cérébrales et oculaires qu'elle entraine.
Plus récemment, 1'intérat pour ce parasite s'est encore
accru car 11 est un pathogéne opportuniste majeur

causant une encéphalite fatale chez les sujets

immunodéprimés {(receveurs de greffe ou patients
atteints de S.I.D.A.). La toxoplasmose congénitale
entraine également des pertes importantes en

agriculture, en particulier dans les é&levages de porcs
et de moutons (chez les moutons, 50 % des avortements
spontanés sont causés par le toxoplasme).

ire qui sent un des

)]
]

Les infections parasit
problémes majeurs de Santé Publique, ont largement
bénéficié des progres théoriques et technologiques.

Dans les maladies ou ies parasites effectuent ﬁne
partie de leur cycle dans les tissus, la mise en
évidence—des parésites est quelquefois délicate, voife
souvent impqssible. Ainsi, dans le cas de Toxoplasma

gondii, pour accéder a une approche précise et fine des

20



mécanismes immunitaires chez 1 'homme, il dtait
absolument indispensable de disposer d'antigeénes
purifiés et bien caractérisés pour mettre en évidence

des anticorps spécifigues.
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GENERALITES



1. LE TOXOPLASME ET LA TOXOPLASMOSE

1.1. HISTORIGUE
Toxoplasma gondii, du grec Toxon : arc {en raison
de 1la forme arguée du parasite), =ast un protozcaire

intracellulaire, découvert par SPLENRE au Brésil, et

%

isolé quelques mois apras a 1'Institut Pasteur de Tunis
var Nil%lii et (1908) A partir d'un rongeur
sauvage, l= gondi (Ctenodactvlu gondi). D'apres la

classification de LEII¥E et al. (1980), Toxopblasma gondii
appartient a 1'embranchemant des Apicomplexa, a la
classe des sporozoea, au sous~ordre des coccidia, a
1l'ordre des Ericoccidiida, au sdus—ordre des FEimeriina
et a la famille des Toxoplasmidae.

Ce protozoaire, dont 1'hdte définitif est le chat,

parasite 1l'homme ainsi que d'autres mammiferes et les

olseaux.
Wilf et al. {(183%) décrivent 1le premisr cas de

toxoplasmose humaine.

S (1941) montre qu’'il s'agit dans tous les cas

t m&me aspace, Toxoplasma gondii.

\H]

d'une sesule

S8l et FILMAY (1948) mettent au point un test

iﬁmunologique précoce, sensible et spécifique, le "Dye
test"”, qui permet le diagnostic sérologigque de cette

parasitose.
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HUTCHINSGY (1965) affirme que les toxoplasmes sont
transmis par les oeufs d’un ascaris du chat (Toxocara
cati).

Cependant, JiCE¢ (1967) note gue les selles du chat
non parasité par Toxocara cati peuvent &tre également
infectieuses.

WORR et HUTCAINSON (1969) découvrent dans les selles de
chat infesté par T. gondii une forme kystique
infectieuse pour la souris et résistante dans le milieu
extérieur ; KU et WEILAND (1968) évoquent la ressemblance
de cette forme avec 1l'oocyste des coccidies.

Les travaux de HUITCEINSGY (1969), de FRENEIL (1970), de
HUTCRINSON et DUNACEIZ (1970), et de SEEFFIZLD et MELTON (1970)
apportent ensuite la confirmation que chez 1'héte
intermédiaire la toxoplasmose est causée par un stade
asexué du cycle d'une coccidie hétéroxéne dont 1la

“reproduction sexuée se déroule chez les félidés.

1.2. CYCLE EVOLUTI¥ (FREEREL, 1973) (Fig. 1)

L'évolution de Toxoplasma gondii se fait en deux
étapés‘:

- chez le chat, héte définitif, il s'agit de la phase

-coccidienne ou sexuée,

— chez les hétes intermédiaires, il s'agit de la phase

asexuée.
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A - Chez 1'hdte définitif (GOLVAN, 1983)

Deux types de multiplication parasitaire sont
observés : la schizogonie (reproduction asexuée) et la
gamogonie (reproduction sexuée).

Une forme infestante (bradyzoite ou sporozoite)

est introduite par voie orale puis pénétre dans

1'épithélium intestinal, au sommet des villosités
iléales ou il devient un schizonte. Plusieurs
multiplications interviennent alors, assurant la

dissémination du parasite dans le tube digestif
(schizogonie). Puis les mérozoites issus des schizontes
évoluent en gamétocyvtes, éléments sexués (gamogonie) :
les microgamétocytes, éléments mdles, qui subissent des
divisions nucléaires aboutissant a3 la formation de 12 a
327microgamétes falciformes et qui sont mobiles-grédce-a
3 flagelles, dont un rudimentaire. -

LLes macrogamétocytes, élémenté femelles, ne se
divisent pas, demeurent saus _la couchev ;dé
microvillositéé\de ‘la cellglevhﬁte,‘ét deviennén;,ides

les

Lot

macrogémétes qui, ] apféé fééondation ﬁa
microgamétes, donneront chacunrnaissanéé a un -oocyste.
Les oocystes sont‘rejetésvdaﬁS'le»milieu extérieur
ol 1ls se sporulent pour former 2 sporocystes cbntegant
chacun 4 sporozoites allongés qui <constituent 1la
principale source d'infestation pour les vertébrés

supérieurs qui les ingerent, mais également pour le
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chat <chez 1lequel va se reproduire 1le c¢ycle décrit
prééédemment (DUBEY et al. 1970 ; FRENKEL, 1970 ; HUTCHINSON
and DUNACRIE, 1971).

La maturation de 1'cocyste s'effectue & 1'air
libre et en présence d'un degré d'humidité et
d'oxXygénation suffisanment important. Le chat enterrant
ses excréments, 1l'achévement de la sporogonie ne pourra
s; faire qu'avec la participation d'agents extérieurs
tels que 1les vers de terre. L'oocyste est trés
résistant dans la terre (ou ilvsurvit un an) et peut
assurer tres facilement la contamination tellurique des

divers hdtes intermédiaires.

B - Chez les hdtes intermédiaires

La multiplication asexuée se déroule chez 1'hdéte
intermédiaire vertébré supérieur. On assisté a deux
phases :

- La PHASE PROLIFERATIVE, avec transformation,
surtout dans les cellules du systeme

réticuloendothélial, des sporozoites et des bradyzoites

en tachyzoites, également appelés trophozoites (FRENREL,
1971) : ce soﬁt des corps en forme de croissant de 5 3
8 pm de long et 2 & 74 ym de large, avec un novau
dépourvu d’'appareil locomoteur mais avec une extrémité -
plus effilée, mobile, formant un rostre. Le rostre

antérieur contient le conoide auquel est associé un

systeme d'anneaux concentriques et de fibres sous-



pelliculaires. De cette région, naissent également des
rhoptries qui se terminent en massue dans le cytoplasme
et paraissent Jouer un rdéle dans la pénétration du
parasites dans les cellules-hdtes. Leur reproduction se

.. 1958) et non par

|

fait pvar endodvoginése (G et a
scissiparité simple. L'endodvogéneése { DU3EY et al.,
1970} constitue un mode de division particulier par
leéuel deux cellules filles se forment & 1l'intérieur
d'une cellule-mere. Le novau de la cellule—mére s'étire
en fer a cheval et est recouvert, a chacune de ses
extrémités en aémes, par la membrane de chagque cellule-
fille. Quand les cellules-filles ont atteint le wvolume
de la cellule-mere, la membrane interne de 1la cellule-
meére disparait et sa membrane exXterne rejoint la future
membrane inﬁerne de 1la <cellule-fille. Puis, les
tachyzoites néoformés se séparent et wvont parasiter
d'autres cellules.

- La PHASE D'ENKYSTEMENT : Les formes végétatives
disparaissent de la circulaticn et 1le parasite va
s 'enkyster dans certains organes  sous forme de

bradyzoites  (stade ‘résistant a multiplication

ralentie) .
Les kystes, de diamétre variant entre 15 et
100 pm, dont les plus gros peuvent contenir plusieurs

milliers de bradyzoites sont principalemént retrouvés
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dans le cerveau, le coeur et les muscles squelettiques
(JACCBS et al., 1960 ; RININGTON and CAVANAUGE, 1965). Leur
longévité est sans doute égale & celle de 1'héte.
Ainsi, rdce a la connaissance du cycle, les
différentes modalités d’'infestation ont été élucidées
- contamination par ingestion de viande mal cuite
coptenant des kystes de toxoplasmes,

- contamination par l'intermédiaire de mains sales
ou par ingestion de salades. légumes ou fruits souillés.
var les cocystes provenant des excréments de chat,

~- contamination par voie transplacentaire
{toxoplasmose congénitale) dans le cas de
primoinfection en cours de grossesse.

Donc, la prévention de la toxoplasmose reposera

entre autres sur des regles hygiénodiététiques

précises.

1.3. LA TOXOPLASMOSE

Le tractus gastrointestinal semble &tre la voie
ﬁrinciﬁalé de lfinféétion naturelie': le toxoplésme se
multiplie par vole intraceilnlaire au point
d'infection, puis il parasite toutes les cellules
adjaéentes, excepté les g}obules,rouges_(swﬂP et al‘,
1978). Les tachyzoites sont ehsuite ‘disséminés dansi
tout 1l'organisme par veoie lymphatique et sanguine.

Progressivement, au fur et a mesure que croitra le taux
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des anticorps actifs contre les formes c¢irculantes,
cette parasitémie se réduira.

Le sujet s'immunise et les formes végétatives sont
lyséas dés qu’'elles sont libérées de leur cellule-héte.
Cependant, dans c¢ertains organes pauvres en anticorps
(cerveau, oeil}, le parasite va se réfugier‘sous forme
de bradyzoites a multiplication 1lente, présents dans
de; kvstes.

C'est la toxoplasmose chronique qui dure pendant

¥

des années. Il n'vy a plus de formes végétatives mais
seulement des kvstes particulierement nombreux dans le
systéme nerveux central et ses dépendances (rétine),
ainsi que dans les muscles. Ces kvystes sont
remarquablement bien tolérés par les tissus de 1'héte.
Tant -qu'ils sont intacts, 11 ne se produit ' aucune-
manifestation pathologique mais deés qu'ils se rompent
ou que_leur coque devient perméablé cééi’entraine des
phénoménes inflammatoires locaux. C'est la pathogénie
des toxoplasmoses chroniques évolutives. |

Il existe trois formes clinigues distinctes :

- la toxoplasmose acquise ‘ |

- la toxoplasmose congénitéle

— la toxoplasmose des sujets immunodéprimés.
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A - La Toxoplasmose acguise

-

Le ©plus souvent inapparente, la toxoplasmose
acguise peut toutefois se traduire par les ignes
clinigques suivants :

a) Adénovathiss superficielles :

, Localisées le plus souvent & la région cervicale
moyenne ou postérieure (RIVWL, 1964), plus petites et de
topographie moins généralisée que dans la mononucléose
infectieuse, et persistant plus longtemps : 3 a 4 mois.

b) Adénopathies profondes :

Parfois médiastinales et mésentériques.

¢) Asthénie trés caractéristique et inexpliquée

d) Fébricule ou fievre

e) Exanthéme assez protéiforme

f) Hépatomégalie ou splénomégalie assez rares.

s'il est nécessaire de connaitre | la
symptomatologie pour pouvoir suspectser une toxoplasmose
débutante, la diagnostiquer et l'enrayer & temps, les
signes cliniques étant absents dans la plupart des cas,
ce n'est souvent que la sérologié qui renséighera sur

une contamination toxoplasmigue.

B - La Toxoplasmose congénitale (Jmmﬂs, 1979)

La toxoplasmose congénitale <constitue un des
aspects les plus préoccupants de la maladie. Le risque

d'infection chez la femme enceinte est de 6 a 10 °/-.

31




en France (PINN et al., 1986a), de 2 °/.. a Londres et
de 1,5 & 6,7 °/-« en Amérique du Nord (JOINSCH, 1985).
Cependant, 1l'équation "toxoplasmose acquise en cours de
grossasse = toxoplasmose congénitale” n'est
heureusement pas toujours vérifiée. On peut admettre
'un tiers seulement des nouveau-nés issus de méres
infectées pendant leur grossesse seront atteints, ce
s

qui donne une fréquence de toxoplasmose congénitale
d'environ 3°/§° au maximum. On expligque ce phénomene
par le fait gue le toxoplasme ne peut traverser le
placenta qu'en cas de lésion de celui-ci.

La date de début du passage du toxoplasme a
travers la barriere placentaire reste imprécise. En
théorie, le passage est possible a partir de la mise en
place de la circulation foetale (2léme Jjour) mais il
semble plus probable que ce phénomene intervienne vers
lé fin- du Zémermois, quand le placenta est constitué,
que sa surface d'échange entre la circulation
maternell et foetales est imporﬁante, a2t surtout au
deme mois = lors du. remaniement de la barriére
plaéeﬁtaire et de la conétitution possible dé bréches é
son niveéuf )

Si l’infestation survient dgns les 3 premiers mois
de la;grossesse, elle affecte des étépes primbfdiéles:
deli'embryogénése. Il peut y avoir avortement spontané,

sinon l'enfant présente des signes cliniques

gravissimes touchant le systéme nerveux et/ou l'oceil.
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Au niveau du systéme nerveux, on peut &tre en

présence d'hydrocéphalie par obstruction de 1'agqueduc

de Svlvius, calcifications intracréniennes, retard
psvchomoteur.

Au niveau de 1'oceil, choriorétinite,
micrephtalmie, dridocyclite, <cataracte peuvent E&tre
présentas.

v

Si 1'infestation survient durant le second
trimestre de la grossesse :
1) 1le " pouveau-né peut gtre atteint

d'encéphalonyélite dont les signes cliniques exXistent

l.—l-
0
n

ou non a la na ance :

- 1l'hvdrocéphalie peut ainsi exister des 1la
naissance ou apparaitre dans les mois qui suivent,

- la microcéphalie est plus rare,

- les calcifications intracréniennes ne sont Dpas

souvent visibles a la période néonatale mais

apparaissent & la radiographis gquelgques mois aprés la

(]

agent dans les régions pariéto-

'.J.

les s

s

naissance ; e
occipitale et scus-corticale et sont soitr de forme
nodulaire, éoit souvent en coup d'ongle ‘linéaire ou
parfois curviligne,

- les crises convulsives,-

- les troubles du tonus : hyﬁotonie généralisée
ou, au contraire, hypertonie,

- diverses paralysies peuvent s'observer :
hémiplégie, monoplégie ou qua@;iplégie spastique.
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2) L'ophtalmologiste peut mettre en évidence une
rétinochoroidite encore évolutive avec un oedéme du
fond d'oeil brun-rougedtre devenant ensuite Jjaundtre
cicatriciel. Quand les lésions touchent la macula, la
cécitéd est a redouter. Parfois, les atteintes oculaires
ne sont découvertes que trés tardivement : strabisme,
exophtalmie. amblyopie, existence de scotomes.

| Si 1l'infestation a lisu au cours du troisiéme
trimestre de la grossesse, 1l'enfant nait & la phase
varasitémique de la toxoplasmose :

-~ 1l'enfant peut naitre apparemment indemne, mais
il faudra le traiter impérativement pour éviter une
évolution ultérieure,

- 11 peut présenter un icteére néo-natal prolongé
qui guérira le plus souvent sans séquellés,

- 11 pourra é&tre atteint d'une forme (grave avec
ictére grave, hépaﬁosplénomégalie, syndrone
hémorragique avec purpura et hémorragie'des muqueuses,

- il pourra également présenter de banales
adénopathies ou une anémie avec érythroblastose pouvant
éVoquerrun ictére néonatal par‘incompatibilité_sanguine
foeto-maternelle.

C - La toxoplasmose des suijets immunodéprimés

Dans le cas de sujets immunodéprimés comme les
receveurs de greffe ou les patients atteints de SIDA,

on peut observer des complications trés graves causées
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par la réactivation de foyers d'infection latente (WEISS
et al., 1988). Chez la plupart de ces patients, 1l n'y
a pas d'augmentation de la réponse humorale typigque qui
serait caractéristique de la réactivation d'une
infection aigué, ce gqui rend le diagnostic sérologique
difficile ou indéterminé (LUFT et al., 1984).

La toxoplasmose cérébrale est la cause majeure
d'éncéphalite et d'absces c¢érébraux (FUENEL et al.,
1975 SHIDER et al., 1983 : LIy et al., 1984) .
L'encéphalite par toxoplasme est une des manifestations
les plus fréquentes d'infection opportuniste du systéme
nerveux central chez les immunodéprimés. En ce qui
concerne le SIDA, elle est présente chez environ 25 %
des patients a Berlin, Bruxelles et Paris, et chez
environ 5 a 10 % aux Etats-Unis (MC CABE and RENMINGTON,
1988). On estime que, en 1991, 20.000 & 40.000 cas
d'encéphalite par toxoplasme seront observés chez les
patients atteints de SIDa, en ce quli concerne
uniquement les Etats-Unis (LiF7 and RININGTCY, 1988). Chez
les patients ‘immunodéprimés, on observe également une
incidence importante de toxoplasmose pulmonaire (CATTERALL

et al., 1988).

1.4. LE TRAITEMENT DE LA TOXOPLASMQOSE

ASSOCIATION SULFAMIDES - PYRIMETHAMINE : les
sulfamides paraissent agir sur le toxoplasme en
diminuant les possibilités de synthése de 1'acide
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folique. Ce sont surtout les sulfapyrimidines et les

sulfadiazines qui sont actifs (Sulfamérazine et
Sulfadimérazine) .
La pyriméthamine (Malocide R®) est un antagoniste

de l'acide foligue dans 1la synthése des nucléotides
parasitaires. Mais 1le Malocide ® est un mé&dicament
toxique pour 1'homme, agissant en particulier sur les
lignées hématopoiétiques. Son utilisation expose a
l'anemie, 1l'agranulocytose et la thrombopénie. - Les
sulfamides ont une action essentiellement "statique”
mais la multiplication du parasite reprend dés qu'on
arréte leur administration. Le Malocide R tue les
formes végétatives mais, tout comme les sulfamides, il
est pratiquement dénué d'action sur les Kkystes. Or, il
se troﬁve qu'il existe une synergie entre ces deux
groupes de médicaments, si bien gque 1l'on peut réduire
leurs doses respectives nettement au-dessous des doses
dangereuses tout en obtenant des guérisons confirmées.

L'association Sulfadoxine-Pvriméthamine dans la
proportion de 20/1, commercialisée sous le nom de
Fansidar ?t, est actuellement employée - dans = la
toxoplasmose congénitale du nourrisscn.

On associe 3 ces deux produits actifs de l'acider
folique qui- a un efféﬁ Vprotecteur' contre l'action
toxique du Malocide ! sans nuire & son efficacité sur

le toxoplasme, des Corticoides qui permettent de

réduire les phénoménes inflammatoires, de limiter les

36




nécroses, de faciliter 1le passage des médicaments
actifs au ﬁiveau des cellules et de réduire 1leurs
effets toxiques.

ANTIBIOTIQUES : la spiramycine {Rovamycine %)
semble aujourd'hui le meilleur antibiotique gque nous
possédions contre la :toxoplasmose. Il est dénué de
togicité et se concentre bien dans les tissus, en
particulier dans le placenta.

La déméthylchlortétracycline a une activité

inférieure & celle de la spiramycine.

1.5. L'IMMUNITE DANS LA TOXOPLASMOSE

Les infections parasitaires induisent une immunité
humorale et une ©réponse a médiation cellﬁlaire.
L'importance relative de ces deux composantes dépend du
prarasite en cause et de 1'espeéce animale.

L;infection par Toxoplasma gondii entrainant une
immunité a la réinfection durable et spécifique, les
deux versants, humoral et cellulaire, de cette immunité
protectrice ont été étudiés dans différents modeéles
éxpérimentauxL

A - Le rd8le des anticorps (RRAMENBUEL and REXINGTON,

1982 ; HUGEES, 1985)
Des titres élevés d'anticorps anti-toxoplasme sont

trouvés chez 1'homme ainsi gque <chez 1les animaux
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infectés. Ces anticorps détruisent 1les toxoplasmes
selon deux mécanismes bien connus :

- les anticorps présents dans les sérums de sujets

infectés lysent les toxcplasmes par acticn directe en
présence de complément (SABIN and FELDNAN, 1948), sauf si

ces parasites sont intracelulaires ou enkvstés

- les tachyzoites recouverts par des anticorps
peuvent encore pénetrer dans les cellules mais il y a
dans ce cas une fusion des phagosomes avec les
lvsosomes, ce qgui entfaine la destruction du éarasite
(ANDERS2Y et al., 1976 ; HAIR and REYI¥GIY, 1981), alors
gu'en absence d'anticorps i1l y a inhibition de cette
fusion, d'ou survie et multiplication des toxoplasmes.

Le réle des anticorps seuls comme mécanisme
effecteur dans 1l'immunité contre le toxoplasme a été
étudié dans différents modéles expérimentaux.

HULDT (1966) a obtenu, apres immunisation de lapins
avec des toxoplasmes tués par la chaleur, des titres

levés d'anticorps éguivalents a ceux trcuvés chez

0~
[
n

e
lapins au cours d'une infection chronigue. Abrés
"challenge”"” avec des organismes virulents,. les lapiné
iﬁmunisés ne montrent aucune résistance tandis que ceﬁx
présentant une infection chronique sont immuns.

Le modeéle expérimental le plus utilisé est le
svystéme murin. Chez la souris, les anticorps semblent

jouer un rdle non négligeable dans 1'immunité. Le

transfert passift de sérums anti-toxoplasme ou
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d'anticorps monoclonaux conféere en effet a ces animaux
une protection significative contre les parasites de
virulence modérée (RRMENIEL et al., 1972 ; MiSIEl and WERNER,
1978 ;  JUENSON et &l., 1983 ; SEARMA- et al., 1984).
Néanmoins, la résistance aux souches de haute virulence
de T. gondii est plus faible (NARAVAKA, 1965 ; FISTRR and
Mc-, CULLOCE, 1968 ; GIiL and PRARASE, 1970 ; JORHSON et al.,
1883). Il a été montré en particulier que le transfert
passif d'anticorps monoclonaux réagissant ‘avec des
antigenes de sufface de Toxoplasma gondii, peut
conférer une résistance contre une infection léthale de
ce parasite chez la souris (JOHNSON et al., 1983).

Alors que le rat euthymigue est naturellement
résistant a 1l'infection par la souche virulente RH de
T. gondii (107 tachyzoites), le rat athymique ne survit

by

vas & l'infection intrapéritonéale par 103 toxoplasmes
(SANTORO et al., 1987). Le transfert de sérum de rats
Fischer i.nfectés par des tachyzoites confare a ces rats
athymiques une protection significative contre une

infection "challenge" avec 10% tachyzoites de la souche

RH (DACY et al., 1988). Tres récemment, RINL et al.

(1988) ont démentré un rd8le protecteur des anticorps.

IgE dans ce modéle animal.

Les facteurs sériques Jjouent de ce fait un ‘réle

dans la défense de l'organisme, mais ne suffisent pas a

enrayer l'évolution de la maladie. Un délicat équilibre
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entre la réponse humorale et L1'immunité & médiation
cellulaire est nécessaire pour le contrdle efficace de

l'infection par toxoplasme.

B ~ Immunité 3 médiation cellulaire

Les réponses immunes & médiation cellulaire au
cours de la toxoplasmose ont été démontrées par la mise
en évidence d'un état d'hypersensibilité retardée
( KRARENBUEL et al.; 1971) et par des tests de
transfermation lyvmphoblastique antigéne~spécifique
(RRLZEINBUAL et al., 1972).

Le 1rdle des macrophages dans 1la destruction du
parasite a été prouvé : les anticorps sont capables de

rendre c¢es macrophages actifs dans leur fonction de

cytolyse  (ANDERSOX et al., 19786) alors gu'en absence

"d'anticorps, les parasites se- nmultiplient dans la

vacuole parasitophore. D'autre part, les macrophages
peuvent gtre recrutés et sensibilisés par des

lympheokines (SislEY et al., 1985 ; RETES and . FREHREL,

1987}, et tout particulierement de l1l'interféron gamma

(swmi et al.,1988).

Le r8le des lymphocytes a été& mis en évidence par
FRENREL (1967) en réalisant des tfansferts adoptifs dé
cellules splénigues ou ganglionnaires ‘chez lés

hamsters.
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PAVIA (1986) démontre gqu'une protection partielle
contre la toxoplasmose est obtenue en transférant des
cellules immunes <c¢hez le cobaye. Plus précisément,
lorsqu'une suspension enrichie en lymphocvtes T est
traitée par un anticorps anti-lymphocytes T en présence
de complément, on note la suppression de la capacité a
transférer la résistance.

Le rdle des lymphocytes T dans la toxoplasmoss a
dgalement été décrit lors de 1l'utilisation de souris
athvmigues (Nu/Nu) comme modéles expérimentaux (HINIERG
and  FRENREL, 1877). En effet, chez ces souris, la
toxoplasmose a une issue fatale. Le transfert
d'anticorps ou de cellules de moélle osseuse a ces
souris athymiques n'augmente pas leur durée de survie a

l'infection. Par contre, une reconstitution avec des

cellules thymiques permet la survie de 6 souris sur 8.

Ces expériences montrent clairement 1'implication des
cellules T dans le développement de 1'immunité.

D'autre part. une protection totale  des " rats
{Nu/Nu) contre la toxoplasmose est obtenue par
tfansfert passif, soit de 5 x 108 lymphbcytes T non
spécifigues (SMTRI et al.; 1987), soit de seulement 10%
lymphocytes T spécifiques ( DUQUESHE, cohmunication
pérsonnelle).

Le r8le des cellules NK ("Natural Killer") damns le
contrdle du parasitisme a également été démontré. En

effet, on a constaté une augmentation de l'activité de
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ces cellules au cours d'une toxoplasmose aigué ou

chronigque chez la souris (HAUSER et al., 1982). Ceci a
été confirmé in vitro dans le méme modéle : les
cellules N¥K, provenant de souris infectées par
Toxoplasma gondii depuis 3 jours, sont plus

cytotoxriques vis-a-vis des tachyzoites que les cellules
témoins provenant de souris non infectées (HMHSIR and VA
Tsil, 1986).

D'autres cellules immunocompétentes interviennent
vraisemblablement dans 1'immunité protectrice contre la
toxoplasmose : par exemple, il a été récemment démontré
qu'un transfert passif de plaguettes immunes protege le
rat Nu/Nu de fagon significative (RIDZL et al.,
1988) . Cecil souligne 1'importance que ces cellules
effectrices pourraient avoir pour limiter rapidement la

charge parasitaire.

2. METHODES DE DIAGNOSTIC

Le diagnostic Dbilologigue de certitude de 1la

toxoplasmose ne peut &tre établi gque gr8ce a des

preuves = parasitologiques. Cependant, ce diagnostic,i

dire¢t} souvent dififjicile et aléatoire, est toujdurs
contraignant: Le diagnostic parasitologique n'est
possible ‘que dans les formes évolutives (ponction
ganglidnnaire) ou dans les formes congénitales

(autopsie cérébrale, examen du placenta). L'autopsie
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cérébrale est effectuée également chez les patients
atteints de SIDA.
En général, le diagnostic de la toxoplasmose est

1,

es techniqgues sérologiques. La

(D~
[

réalis par
toxoplasmose constitue d'ailleurs, de trés loin, 1la
principale application actuelle de la sérologie
parasitaire puisqu'elle fait 1l'objet de plus de 5
millions de tests annuels, en France (GOV¥ and A¥R0ISE-
T%ms, 1984) . C'est surtout pour le contrdle de
1'immunité toxoplasmique acquise que l'on effectue la
sérologie, le but etant de vérifier si des femmes ont,
ocu non, du fait d'une primo-infestation antérieure,
acqguis une immunité qui, dans la toxoplasmose, est
définitivement protectrice. Dans ce- cas, le risque
d’'une nouvelle contamination survenant en cours de
grossesse, et pouvant provogquer une toxoplasmose
congénitale, est absolument exclu. Au contraire, si la
sérologie est négative, 1'absence d'immunité acquise

férents

th

traduit une réceptivité compleéte et justifie di
conseils prophvlactigques ainsi gu'une surveillance
réguliére.

B Lors - de l'infestation par  les tachyzoites,
l'i@munité humorale s’installe paf 1'élaboration
d'anticorps spécifiques de T. gondii, dirigés contre la

membrane du parasite, puis contre ses constituants

cytoplasmiques. Les premieéres immunoglobulines
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sécrétées sont de type IgM, suivies de celles de type

9]

IgG, qui persistent durant toute la vie chez le sujet.
Les tests sérologiques permettent la détection
d'anticorps anti-toxcplasmes des isotypes IgM
(témoignant généralement d 'une toxoplasmose aigué
récente, ou de maladie congénitale), ou IgG sans
réponse IgM (témoignant d’une immunité a la
réinfection). Actuellement, la recherche des anticorps

IgA spécifiques semble pouvoir apporter des é&léments

diagnostigues supplémentaires (TWRUEY et al., 1983
PARTANEY et al1., 1984 ; PI¥N et al., 1986b ; Li FILIoNX
et al., 1987 ; DILBTR et al., 1988b) mais elle n'est pas

encore de pratigque courante.

Les tests 1les plus utilisés pour la détection

d'anticorps spécifiques sont les suivants :

2.1. Test de lyse de SIBIk et FRIMM (ou "Dye—test"):
Décrit par Si3l¥ et FILINIY (1948); ce test a pour
principe d'exposer des toxoplasmes vivants, en présence
de facteur accessoire (complément), a du sérum
décomplémenté. La présence d'anticorps sbécifiques
entraine la lyse des "parééites par un mécanisme de

cytotéxicité complément—-dépendant (cuma,et al., 1974 -+

. COREN- and  WARREN, 1976) . Ces anticorps apparéisseﬁt
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entre le 4éme et le 20éme Jjour aprés 1l1l'infection et

persistent treés longtemps.

2.2. Immunofluorescence Indirecte (IFI) :

C'est la méthode qui est actuellement plus

(o]
)]

utilisée en France.

La réaction antigéne-anticorps s'effectue sur des
lames siliconées ou ont été fixés des toxoplasmes.
Chaqgue série d'examens doit comporter plusieurs témoins
réalisés évec des sérums négatifs et des sérums
positifs. I1 est_aussi’indispensable de réaliser des
tests quantitatifs a 1'aide d'un ou plusieurs sérums
contenant un nombre c¢onnu d'unités internationales,
selon un sérum-étalon.

Apres addition d'un conjugué fluorescent, la
visualisation de la réaction s'effectue au microscope
par observation des parasites fluorescents en contact

avec les différentes dilutions des sérums.

2.3. Test de Remington :

Décrit par RIXINGTON et al. (1968), ce test consiste

en une immunofluorescence indirecte ou le révélateur de
1r'anticorps fixé sur 1le parasite est un conjugué
fluorescent anti~IgM. La présence d'IgM est Ie témoin

d'une affection acquise récente et évolutive ou d'une

maladie congénitale.
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2.4. Réaction de fixation du complément :
Effectué avec des antigeénes parasitaires sur des

microplaques (BENEZ, 1974 ; COIE¥ and WARREN, 13976), ce test

v

(D~

révale 1'existenc

1)}

des anticcrps spécifigques plus
tardivement que le test de lyse et devient négatif plus

rapidement.

2.5. Réaction d’'hémagglutination indirecte :

Dans cette méthode, développée par Ji0ES et LUNDE
(1957), des globules rouges recouverts d'antigenes de
toxoplasme sont incubés avec différentes dilutions de
sérum avant et aprés traitement au P-mercaptoéthanol.

Les sérums positifs conduisent a une hémagglutination.

2.6. Agglutination directe :

Des toxoplasmes formolés, mis en présence des
sérums avant et apres traitement au B-mercaptoéthanol,
sont agglutinés uniquement en présence d’aﬁticorps
spécifiques. C'est uné méthede sensible qui pernmet de
détecter les anticorps IgM. mais dont 1l'inconvénient
rmajeur est 1l'interférence avec des IgM dites naturelles

qui ont une spécificité croisée avec des antigeénes

toxoplasmiques.
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2.7. Test immunoenzymatique ELISA‘("Enzyme Linked
Immunosorbent Assay") :

L'application de ces méthodes au sérodiagnostic de
la toxoplasmose date de 1976 (SEGUELY et al., 1976; VOLLIR
et al., 1976). En fonction des conjugués enzymatiques
utilisés, il est possible de différencier les IgG et
les IgM.

En ce gqui concerne les IgG leur détection et leur
titrage par cette méthode sont basés sur le méme
principe que 1'immunofluorescence, la différence entre
les deux méthodeé portant sur l'origine de 1l'antigéne
toxoplasmique utilisé.

Un lysat de tachyzoites est absorbé sur un support
solide (plagque de titration), ensuite on ajoute le
sérum a tester, puis 1'anti IgG couplé & une enzyme, a
laquelle on ajoute un substrat chromogéne, ée qui
permet la lecture au spectrophotométre.

En ce gqui concerne les IgM, cette technique
n'apporte rien de plus que 1'immunofluorescence, c'est-—
a-dire qﬁ'elle n'exclut pas la ?ossibilité der fauxr
positifs dus aux auto-anticorps et de faux négatifs pari

suite d'IgG en exces.

2.8 Immunocapture :
Cette méthode permet, dans des conditions treés

simples, une séparation préalable des TIgM puis 1la
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révélation ultérieure des seules IgM spécifiguement

anti-toxoplasmes. Ce test comprend les étapes suivantes

1) sensibilisation de plagues de microtitration a
1'aide de sérum anti-IgM ;

2) capture dans les puits des plagues ainsi
sensibilisées des IgM du sérum a tester ;

3) addition d'antigene de Toxoplasma gondii avec
fixation uniquement sur les IgM anti-~toxoplasmes ;

4) fixation sur 'antigéne d'un conjugué anti-
toxoplasmes marqué par une enzyme ;
53) addition d'un substrat chromocgene et lecture au

spectrophotometre.

2.9. ISAGA (Immunosorbent Agglutination Assay) :
Décrite par DESKOETS (1972), cette réaction consiste
en une agglutination réverse ou on absorbe le sérum

rum a tester est

(I

anti-IgM sur une plague : ensuite le s

ajouté puis une suspension de tachyzecites. On observe

une  agglutination des parasites si la réaction est

positive.
C'est une  technique trés spécifique et tres
sensible, qui présente cependant des difficultés de

lecture et d'interprétation.
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2.10. Autres tests :

Paralléelement a ia recherche des anticorps
spécifiques, la détaction d'antigénes circulants
pourralt revétir un intérét diagnostigque considérable,
étant donné gqu'ils sont détectables dés la phase
d'invasion, bien avant 1'appariticn des anticorps
spécifiques, et que leur présence =st indépendante des
cépacités immunitaires du sujét. Un test ELISA a été
utilisé pour montrer la présence d'antigéne circulant
chez 1'homme, en ﬁhase aiglle de 1l'infection (Vi¥ KYAFEN
and  PANGEASEAN, 1977 ;  ARAWO  and  RE¥INGTON, 1980). Les
antigenes circulants ont été également trouvés dans le
liquide amniotique et dans le liquide céphalorachidien

des nouveau-nés atteints de toxoplasmose congénitale

(BARAL, 1979) .

3. LES ANTIGENES DES  TACHYZOITES IMPLIQUES DANS

L' IMMUNITE

L'identification des antigénes qui ent;ainent une
réponse immunitaire est Iimportante & la fois podr le
diagnostic et  pour la réalisation d'un vaccin.
Différents types d'antigénes des V tachyzoites de
T. gondii “ont rété caré&térisés : antigénes rtotéux,

antigénes de surface et antigenes d'excrétion—

sécrétion.
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3.1. Antigenes totaux :

Le travail de JOR¥SCY et al. (1981la), par 1l'analyse
en gel de polyvacrylamide des polypeptides et des
glyvceopeptides d'un extrait dJde tachvzoites, montre gque
la fraction soluble contient 92 polypeptides, avec un
poids moléculaire de 20, 22, 23, 29, 866, 69, 90 et
133 kbPa par rapport a la fracticn inscluble qui
présente 8 fractions antigéniques de poids moléculaire
28, 41, 43, 49, 53, 61, 70 et 80 kba. Ils ont auési

-

démontré que la fraction soluble ne contient pas de
glyvcopeptides majesurs ; par contre, la fraction
insoluble présente 3 glycopeptides dont les bandes sont

détectées & 29, B3 et 123 kDa.

3.2. Antigénes de surface :

La pellicule des tachyzoites présente un intérét

et
1]

multiple comme interface entre parasite et son hdte

-

étant & la folis <cible des défenses de 1'héte et

D~

responsable de la motilité de 1'organisme et de
1'invasion {par jonction mobile ehtre les plasmalemmeé
du éoite et de la cellule hdéte). Cette pellicule est
ééﬁstituée d'un plasmalemme recduvert sur 1la face
interne par un complexe membranaire comportamt 2
membranes accolées dont VVWHR et PETTPREZ  (1969) ont
montré qu'il s'agissait de saccules aplatis. Les

travaux de cryofracture de Pﬂmﬂwet TORPIER (1977), et de
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DUBRENETI et  TORPIER (1978) ont montré que le complexe
membranaire interne était composé d'une cape apicale
prolongée par des rangées de plaques alignées selon
1’'axe antéro-pecstérieur du zoite.

Sur le plan biochimigque, les résultats les plus
importants concernant la pellicule de 7. gondii ont été
obtenus sur 1les protéines accessibles a 1'iodation
enzyvnatique, c'est—a-dire de localisation
superficielle. Ces résultats ont été rendus possibles
par la production d'anticorps monecclonaux anti-
T. gondii. Le premier travail de référence dans ce
domaine est celui dJde HMMM et al. (1980a) gui ont
caractérisé les antigénes majeurs de 1la surface de
toxoplasme par immunoprécipitation des antigenes
radioiodés a 1l'aide d'anticorps monoclonaux et de
sérums immuns. Ils ont vainsi iQentifié 4 antigénes
majeurs auxquels ils- ~ont attribué des masses
moléculaires apparentes de 43, 35, 27 et 14 kDa.

Puis PFIFFIRii¥ et al. (1983) ont abordé l'analyse de
la surface des tachyzoites et étudié deux des antigénes
majeurs auxquelé ont été attribués des poids

moléculaires apparents de 30 et 22 kDa. La molécule de

30 kba (P30) a été purifiée (KASPER et al., 1983), puils a--

servi a4 des essais de protection (KPR et al., 1985) ;
la protéine de 22 kDa (P22) s'est avérée manipulable
génétiquement et des mutants viables dépourvus de cet

antigéne ont été produits (RiSPRR et al., 1982).
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A l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre
les antigénes de surface des tachyzoites, COIVRERR et-al.
(1988) ont confirmé récemment la présence d'antigeénes
majeurs de 43, 35, 30 et 22 kDa et ont démontré de plus
l'existence d'un antigene mineur de 23 kDa.

JOENSSY et al. (1983), reprenant partiellement les
travaux de HANYM et RENINGTON (1980b), ont fait état de la

protection passive de souris infestées par 7. gondii au

moven d'un anticorps monoclonal dirigé @ contre une

protéine de surface de 35 kDa.

Des travaux complémentaires ont permis de suggérer
l'existence d'épitopes répétés dans la molécule P30
{(RODRIGUEL et al., 1985}, d'autre part 1l'interaction
d'anticorps monoclonaux anti-P30 avec la surface des
tachyzoites lors de 1l'invasion a été étudiée (DURREKET?
et al., 1985). Un anticorps monoclonal anti-P30 est
utilisé actuellement & des fins diagnostiques (CESBROK
et al., 1985 ; SMIR0 et al., 1985 ; Cesbron et al.,

1s8s) .

3.3. Antigénes d'excrétion-sécrétion :

par les

R

Les molécules sécrétées—excrétées
parasites (et qui possédent des activités enzymatiques
variées), ont. été démontrées comme trés immunogeénes
dans certaines infections naturelles et expérimentales
et peuvent donc constituer de bons candidats &

1'immunoprophylaxie (CAPRON and DESSAINT, 1988). Dans la
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toxoplasmose, deux observations supportent cette
hypothése : la premiére montre que les antigénes de
sécrétion raprésentent la majorité des antigénes
circulants détectables tout au début de 1l'infection,
suggérant une reconnaissance précoce par le systéme
immunitaire (HUG3ZS and VN R¥APZN, 1982). La deuxiéme
montre gue 1les antigeénes de sécrétion induisent une
stimulation lymphocytaire supérieure 3 celle provogquée
par les antigenes somatiques (HUGHES, 1985).

Deux tvpes d'antigénes d'excrétion-sécrétion ont
été décrits : les exo-antigénes présents dans les
surnageants de culture de cellules infectées (DESGI0RGES
et al., 1980 ; HIGEES and VAN RN¥APEY¥, 1982 ; CHUNPITALI et al.,
1983 ; ROQUES et al., 1986 ; CHUNPITAII et al., 1987) et des
antigénes excrétés—-sécrétés obtenus par 1'incubation
des tachyzoites en milieu acellulaire (DiRCY et al.,
1988) .

Les exo—-antigenes produits en culture cellulaire,

N

8G0.000 (RUQUEs et =1..,

-

de nmasse moléculairs de ggae
1986) sont utilisables dans des tests cutanés de
détection de l'immunité anti-toxoplasmique (ANBROISE—THOAS
et al., 1982).

DARCY et al. (1988) ont développé un nouveau
procédé pour 1’obtenti§n d'antigeénes sécrétés-excrétés
(ESA) par les tachyzoites dans un milieu d'incubation

sans cellules. Les ESA composés d'une vingtaine

d'antigénes de masse moléculaire comprise entre 21 et
n p =it
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185 kDa se sont révélés treés immunogeénes dans les
infections humaines et expérimentales. En ce qui
concerne la toxoplasmose humaine, certains ESA sont
reconnus par des sérums de phase aigué (antigene de
97 kDa, marqueur de séroconversion) ou de phase
chronigue {(antigénes de 108 kDa et 28,5 kDa, marqueurs
d’'immunité) (DESTER et al., 1988a). L'un de ces ESA, de

23 kDa, a été cloné par CEISBRON-DELAIY et al. (1988). Cet

D~

antigene est ©présenté comme un margueur dJde phase

chronigue.

4. LA PROTEINE MAJEURE DE SURFACE DE T. GONDII, P30

I1 a été montré que la plupart des anticorps

monoclonaux dirigés contre la surface des tachyzoites

(HANDHAN et al., 1980a ; SEMI et al., 1980 ; JOMNSON et al.,

1981b ; KAiSPER et al., 1983  ; RODRIGUEI et al., 1985)
reconnaiésaient une molécule de 27 a 35 kDa, définie

par éelectrophorése sur gel d'acrylamide (SDS-PAGE) et

"gu'on. a nommée P30 (RAPR et al., 1983 ; RORICIEL et al.,

1985).

SRWI et al. (1986) décrivent larprésence de P30
dans un réseau constitué de vésicules sécrétées par le
toxoplasme dans la cellule parasitée, entre la surface

du parasite et la membrane de la vacuole parasitophore.
Des éxpériences de transfert passif d'anticorps
monoclonal dirigé contre P30 (SATORO et al., 1987) ou

d'immunisation active avec la molécule P30

54




partiellement purifiée { ARAUJO and RENINGTON , 1984)
indiquent wun rdle potentiel de cet antigéne dans
l'immunoprophylaxie de la toxoplasmose. Ce rdle d;ns
1'immunité a été récemment conforté par les travaux de
KilAy et al. (1988) qui démontrent que P30 induit 1la
prolifération de cellules sanguines mononucléées de
sujets séropositifs pour la toxoplasmose, mais non de
sujets séronégatifs. Ils décrivent aussi la preduction
d'interféron—-gamma par les lymphocytes humains: en
culture, stimulés avec 1l'antigene P30 purifiée.

La présence d'anticorps spécifiques de P30 dans le
sérum de patients présentant une toxoplasmose récente
ou lointaine a été démontrée (HANDMAY and REININGICN, 1980b ;
RASPER et al., 1983 ; SHARKA et al., 1983). Suivant la
technique de purification de P30 par immunoadsorption
sur un anticorps monoclonal, KASPER et al. (1983), SINTOR0
et al. (1985) ont démontré gque la molécule pure
pourrait servir d'outil dJdiagnostique. En effet, tous
les patients en phase aigué ou en phase chronique de 1la
maladie possédent des anticorps anti-p30.

Un anticorps‘monoclonal anti—P3b a servi de bésé‘é'
un test diagnostique de la toxoplasmose'aigué par une
méthode d'immunocapture (CmmM'et‘al., 1985 ; 1986). Le
principe du teét est basé sur la caﬁture’ des IgM
sériques que l'on révele indirectement, en deux témps,
par un couple antigene/anticorps monoclonal dirigé

contre P30 et marquéré la peroxydase. Ce test allie 2
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la grande sensibilité des dosages enzymatiques 1la

spécificité que confére un réactif monoclonal.

KisPER  (1987) et WME et KASPER (1987) ont observé
l'existence de plusieurs antigenes d'un poids
moléculaire de 30 kDa, qui varient selon les souches de
T. gondii.

Malgré le nombre de publications concernant
l'antigene P30, nous ne possédoné que tres peu
d'informations concernant sa nature moléculaire et ses
éaractéreé biocchimiques.

5. PROPRIETES DE L'ARN ET DE L'ADN DE T. GONDIT

I1 n'existe dans la 1littérature que tres peu de
données sur les propriétés de 1'ARN et de 1'ADN de
T. gondii (NEI¥ARK and BLAMER, 1967 ; BORST et al., 1984}).

Le fait que la synthése de protéines et d'acides
qucléiques par la cellule héte n'est pas nécessaire a
la multiplication de T. gondii démontre que ce parasite
contient les étapes ‘métaboliques nécessaires pour sa
propre synthése d'ADN, d4‘'ARN et de protéines - (PFEFFERICER
and PPEFPERRCRE, l976a,b ; 1981).

RHHMM et al. (1970) ont démontré que les
tachyzoites de la souche ,Rﬁ de T. gondii contiénneht
troié différents types d'ARN, déterminés par leur
coefficient de séaimentationm qui-; en‘rraison de leur
abondance et de leur taille, constituent les. ARN

ribosomaux et de transfert.
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PRINCE et al. (1985) ont démontré que 1'ARN
messager, 1isolé a partir de tachyzoites de la souche
RH, pouvait 8&tre traduit dans un systéme de traduction
in vitro et gque 1les protéines synthétisées étaient
reconnues par des anticorps spécifiques anti-T. gondii.

JOI¥oY et al. (1988b) ont développé une méthode
d’'extraction d'ARN messager qui code pour des antigénes
de T. gondii.

JOHNSON et al. (1986a) ont purifié et caractérisé
1'ADN de tachyzeoites de 1la souche RH de 7T. gondii,
démontrant qu'il contient un taux de G+C de 50 % et
qu'il n'est pas trés méthylé.

JOgNsex et  al. {(1987a) ont comparé 1'ADN de
Toxoplasma gondii et de Hammondia hammondi en utilisant
comme sondes des génes clonés d'ARN ribosomal.

JOENSON et al. (1987b) ont analysé la séquence d'une
sous-unité de 1'ARN ribosomal de T. gondii et son
implication dans 1l'évolution des Apicomplexa.

BXTERCTD et al. (1987) et NAEL et BTEXD (1988) ont
cloné et séguencé les génes de l'élpha et béta.
tubulines de 7. gondii, et discutent leurs résultats enr
fonction de 1'évolution de ce parasite . et de
‘ l'impliéafion de ces génes dans le contrdle de 1la

toxoplasmose.
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BUT DU TRAVAIL




Des progrés récents en biologie moléculaire ont
abouti au développement et futur emplol de vaccins
recombinants contre des maladies parasitaires.
Cependant, la recherche chez T. gondii a beaucoup nmoins
avancé que <chez d'autres parasites en raison de sa
nathre intracellulaire et de la constante contamination
du matériel parasitaire par les cellules"hétes.

| Différentes études ont montré 1'existence d'une
molécule de masse moléculaire située entre 27 et
30 kDa, appelée P30 et représentant 1'antigene maieur
de surface de Toxoplasma gondii.

L'antigéne P30 est déja utilisé comme outil
diagnostique dans le dépistage d'une toxoplasmose
aigué. Néanmoins, 1'obtention d'un gramme d'antigene
total de T. gondii, contenant entre 3 et 5 % de P30 etr
utilisé dans 1les tests immunologiques, implique le
sacrifice de 2000 souris infectées.

La purification de P30 est | difficilement
envisageable en raison de la quantité, de matériel
parasitaire demahdé et des problémes 1liés ér la
structure-méme de la molécule.

Le but ae ce travail était 1le clonage et le

séquencage du géne codant pour la molécule P30 afin de
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rendre possible, dans un futur proche, l'utilisation de
la protéine recombinante et/ou des peptides dérivés de
sa séquence, dans les tests de diagnostic de 1la

Toxoplasmose.
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RESULTATS




ASCITE DE SOURIS

T : TOXOPLASMES

- ?
K f

ARNm EXTRAIT ANTIGENIQUE DE SURFACE ADN
Y
ADNCc P30 PURIFIEE :**™BANQUE GENOMIQUE
i A sonde E
cLoNE‘..na.oQ'..nlo.o.-... SERUMS DE LAPIN : CARTE DE
] . RESTRICTION
_LYSOGENES ;AMPLIFICATIQN : SEQUENCAGE
PROTEINE E}{TRACTION DE . Sooofloq?o seeveoer E
DE FUSION -L'INSERT
SERUM DE SEQUENCAGE
LAPIN ‘ !
i _ . Y
OLIGONUCLEOTIDE PEPTIDE
SERUMS DE LAPIN ET
DE SOURIS
FIGURE 2 : RESUME DU TRAVAIL EXPERIMENTAL

62




1. PREPARATION DES SONDES

Le but de notre travail était d'obtenir 1le(s)
épitope(s) de l'antigéne P30 par génie génétique.

Ainsi, l'étape initiale de ce travail expérimental a
'consisté a purifier l'antigéne natif P30 afin d'élaborer
des sondes monospécifiques d'anticorps polyclonaux pour
le criblage d'une banque d'ADNc construite dans le
vecteur d'expression thll.

La spécificité de ces sérums a été vérifiée sur un
extrait antigénique total de T. gondii. Ces mémes sondes
nous ont par aillgurs permis de progresser‘ dans la

caractérisation de cette molécule.

1.1. Purification de la molécule P30

L'analyse densitométrique de 1l'extrait membranaire
de T. gondii (Fig. 3) révéie que l'antigéne P30 constitue
14 % de la totalité de cet extrait.

L'antigéne P30 a été purifié par deux méthodes :

- par passage de l'extrait ﬁembranair de
tachyzoites sur  une colonne d'immunocaffinité contenant
l'anticorps mbnoclonal anti-P30 G5-54- produit dans notre
laboratoire ;

~ par filtration sur'gel duo m@&me extrait antigénique
sur une colonne contenant un gradient d'acétonitrile dans
un appareil de Chromatographie Liquide 7 de Haute

Résolution (HPLC).
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FIGURE 3 : DENSITOMETRIE REALISEE A L'AIDE D'UN CHROMOSCAN
(JOYCE-LOEBL, GATESHEAD, GRANDE-BRETAGNE ) D'UN
GEL DE POLYACRYLAMIDE COLORE AU NITRATE D'ARGENT
CONTENANT UN EXTRAIT MEMBRANAIRE DE T.GONDII.

¥ : Molécule P30 (14%)

LT ITHi S #2 Lk 1 Ll bitd 34 ra
L ' == i { Lare i 1 LIRS 1 1
L : H e LT IR V. L1
It : T I ] g e T
\ -t : Lt 1
—
]o : ;
T g I n T
z
T T : :
n £ o
i i 1 Tl 1 I} I
T
T
Tl L i
PP R —
t 1
- } Sunimunt by
- + H
i 4 - > m, +
4 ki 4 L L . -t
s it S0 - T H ]
: +T - : :
ST : e . > ==
T (%) - [3 Jum
3 5, + g =
- : - - :
: : a 4
1 3 > L T R LS
T T - = s
s a H
— [E 4 ——
§ + t
n +
1 T
1 L
; rim:
1 1 i 1 13y |
i : r
et 3 ariaEsal £
s van 15 - it -+t P+
= 2l 9 I s T
= - 3 + 4 :
3 i L2 ¥H 3 -
H Kl 18 i r i 1, R 1 T2 LN
i + : : = :
Errmivn o el X !
5 - i " ==
O i Fan " —
2=3 Tt IRAPLR u!
o & T i il
ol L] T 1 d L2 1 et
T T 1ri-t . e Ty
C s
- - ey
: + x - <
+ . : A
N t i b GH
<. - Kt Jraraes; 2 (=
pe o f
o3 T |
+ = TR Pt
[ —ra x
. i : ?
i e T ~
3 E e
n
i T O‘_.—
i v T
L 1 IT,d e
+ L1 L
- 1 1

FIGURE 4 : REPRESENTATION GRAPHIQUE DE LA PURIFICATION DE LZ
MOLECULE P30 PAR HPLC SUR GRADIENT D'ACETONITRIL

-:Pic contenant l'antigeéne P30 et correspondant a 34,4%



Aprés cette filtration, on a retenu la fraction
reconnue par l'anticorps monoclonal anti~-P30 G5-54
(Fig. 4).

L'antigéne purifié par HPLC a été ensuite analysé
par électrophorese mono et bidimensionnelle en gel de
polyacrylamide-SDS apreés coloration au nitrate d'argent.
Aprés 1'électrophorése monodimensionnelle, une seule
molécule de 30 kDa a été observée (Fig. 5A). Par contre,
apres l'analyse électrophorétique bidimensionnelle, deux
molécules de méme poids moléculaire (30 kDa) mais de pI

voisins (7,84 et 8,07) sont observées (Fig. 5B).

1.2. Production d'anticorps monospécifiqgques

L'obtention des anticorps monospécifiques a été
réalisée par immunisation de deux lapins : 1l'un avec
l'antigéne P30 obtenu par immunoadsorption, 1l'autre avec
l'antigéne P30 obtenu par HPLC.

La spécificité anti-P30 des sérums obtenus a été
vérifiée par Immunofluorescence Indirecte (Fig. .6) par
Microscopie . Blectronique (Fig. 7) et par
Imﬁunoprécipitation d'ﬁn extrait membranaire de
rtachyzoites margués a 1'iode.

Le  profil autoradiographique des antigénes-
membranaires de téchyzoites iodés montre aprés,analyée eni
gel de polyacryla&ide—SDS, 3 molécules majeures avec un

poids moléculaire apparent de 43 kDa, 30 kDa et 22 kDa

({Fig. 8A). Aprés immunoprécipitation de cet extrait
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FIGURE 5 : CARACTERISATION DE LA MOLECULE P30 PURIFIEE PAR HPLC
PAR ELECTROPHORESE MONODIMENSIONELLE ET
BIDIMENSIONELLE APRES COLORATION AU NITRATE
D 'ARGENT

A : Analyse monodimensionelle :

1 : Extrait total de T.gondii
2 : P30 purifiée

B : Analyse bidimensionelle

Les deux molécules qui composent 1l'antigéne P30 sont indiquées
par les fléches.

L'analyse monodimensionelle de la molécule P30 purifiée par
immunoadsorption conduit au méme résultat : une seule bande de
migration identique.




FIGURE 6: RECONNAISSANCE DE LA SURFACE DES TACHYZOITES PAR
LE SERUM DE LAPIN ANTI-P30 PURIFIEE PAR HPLC EN
IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE.

1 : sérum de lapin sain.
2 : sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC.



FIGURE 7 : LOCALISATION DE L'ANTIGENE P30 DANS LES TACHYZOITES
DE T.GONDII PAR MICROSCOPIE ELECTRONIQUE ET
COLORATION A L'OR COLLOIDAL.

Aprés fixation des tachyzoites par 1% de glutaraldéhyde et
inclusion dans la résine Lowicryl K4M, les sections ultrafines
sont incubées avec du sérum de lapin anti-P30 (purifiée par
HPLC). La révélation est réalisée par des immunoglobulines
anti-lapin couplées & 1l'or colloidal (5nm).

Sur ce cliché montrant une section longitudinale de la partie
antérieure d'un tachyzoite, 1l'antigéne P30 (fléches) est
détecté au niveau de la membrane externe et du conoide (C).




membranaire marqué a 1'iode avec les sérums de lapin
anti-P30 (purifié par immunoadsorption ou par HPLC) d'une
part, et avec l'anticorps monoclonal G5-54 comme
contrdle, le profil autoradiographique ne réveéle plus
gqu'une seule bande de poids moléculaire apparent de

30 kDa (Fig. 8A).

Ceci démontre gque nous avons obtenu des sérums
polyclonaux monospécifiques dirigés contre 1l'antigéne

majeur de surface des tachyzoites, P30.

1.3. Biosyntheése de 1'antigéne P30

La spécificité anti-P30 des anticorps obtenus éﬁant
ainsi démontrée, il convenait de veérifier avant Ile
clonage, l'activité de synthése de la molécule P30 des
tachyzoites isolés. Ce point a été vérifié par
immunoprécipitation des produits de marquage métabolique
des tachYzoites.

La structure antigénique de- T. gondii, apres
marquage métabolique a 1la 35S—Méthionine est complexe.
Par rapport au marguage de surface,ude tres nombreuses
bandes sont révélées daﬁs les poids moléculaires de 67 a
200 kDa (Fig. 8B). |

Les énalyses » autoradiographiques aprés
immunoprécipitation ont: montré - que les anticorps
polyclénaux,monésﬁé¢ificiques énti—P30 présents aans lesr
sérums de lapin anti-P30 (purifié par immunoadsorption. ou
par HPLC) ainsi que l'énficorps monoclonal GS-54
identifient une bande intense a 30 kDa (Fig. 8B). Ceci a

montré que la molécule était bien biosynthétisée par les
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FIGURE 8 : IMMUNOPRECIPITATION DES TACHYZOITES MARQUES A
L'125TODE (A) OU MARQUES PAR LA 335 METHIONINE (B)
AVEC LE SERUM DE LAPIN ANTI-P30

: Sérum de lapin sain.

: Sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC.
: Anticorps monoclonal G5-54.

Extrait total de T. gondii

Sérum de lapin sain.

Sérum de lapin hyperimmun.

Sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC.
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tachyzoites dans nos conditions de marquage. Cette
observation est de grande importance puisque lfobtention
des tachyzoites pour 1l'extraction des ARNm serait
effectuée dans les mémes conditions d'incubation que
celles du marquage métaboligque.

Le fait que la molécule biosynthétisée par le
tachyzoite d'une part et gque la molécule de surface
isolée d'autre part migrent de facon identique et sont
vtoutes deux reconnues par | les mémes anticorps
monospécifiques, laissaient supposer qu'ils
corregpondaient a déux molécules identiques.

Néanmoins, une analyse plus approfondie des produits
du marquage métabolique apres électrophoreése
bidimensionnelle en gel dé polyvacrylamide~SDS a montré la
présence de plﬁsieurs molécules de poids moléculaire
apparent de 30 kDa, dont deux d'entre elles sont majeures
(Fig. 9). Aprés immunoprécipitation avec différents
sérums : sérum humain prélevé en phase chronique de la
toxoplasmose, sérum de lapin hyperimmun, sérums de lapin
anti-P30 (purifié par immunoadsorption ou par HPLC} et
1'anticorps monocional G5-54 on observe la‘reconnaigsanée
des deux nolécules majeures citées précédemment,
coinciaant avec les deux mémes molécules trouvées aprés
purification de- 1'extrait total de tach?zoites par HPLC
{({Fig. 10).

Ces résultats obtenus avec les antigénes marqués des

tachyzoites confortent 1'emploi des sérums de lapin
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FIGURE 9 : ELECTROPHORESE BIDIMENSIONELLE DE L'EXTRAIT TOTAL DE
TACHYZOITES MARQUES PAR LA 3%S METHIONINE

Les deux molécules qui composent l'antigéne P30 sont indiquées
par les fleéches.
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FIGURE 10 : ANALYSE BIDIMENSIONELLE DES IMMUNOPRECIPITES DES
TACHYZOITES MARQUES PAR LA 35S METHIONINE

.

Immunoprécipitation avec :

: Sérum de lapin hyperimmun.

: Sérum humain de phase chronique de toxoplasmose.

: Sérum de lapin anti-P30 purifiée par immunoadsorption.
: Sérum de lapin anti-P30 par HPLC.

: Anticorps monoclonal G5-54.

HOOQWP

* les molécules qui composent 1l'antigéne P30 sont indiquées par
les fleches.

Remarque : Dans le cas d'immunoprécipitation par des sérums
monospécifiques (C,D,E), aucun autre spot n'est observé.



polyclonaux monospécifiques comme sondes pour le criblage

de bangues d'expression.

2. CLONAGE D'UNE PORTION DE LA SEQUENCE CODANTE
POUR L'ANTIGENE P30
Dans cette étape du travail expérimental, nous avons
extrait les ARN messagers de 7T. gondii et construit une

banque d’'ADNc pour essayer d'obtenir des clones exprimant

le(s) épitope(s) de l'antigeéne P30.

Des tests immunologiques se sont avérés nécessaires
pour caractériser cet (ces) épitope(s) et pour confirmer

la séguence de 1'ADN cloné.

2.1. Obtention de 1'ARNm de tachyzoites et de ses

produits de traduction

Apreés extraction, environ 2 mg d'ARN total sont
obtenus a partir de 10!° tachyzoites. Environ 3 % d'ARNm
polyA* sont isolés.

La traduction de 30 pg d'ARN total ou de 3 pg d'ARNm
poly—-A* de tachyzoites dans le lysat de réticulocytes de
lapin conduit a de nombreux produits.

L’immuhoprécipitation de ces produits de £raduction
avec des sérums humains de phase chronique et le sérum de
lapin 'hyperimmun démontre la syntheése in vitro de
plusieurs antigenes protéiques de T. gondii. Par contre,
1l'immunoprécipitation de c¢es mémes produits avec le§

sérums de lapin monospécifiques anti-P30 (purifiée par
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immunoadsorption ou par HPLC) ne révele aucun de ces
produits de traduction (Fig. 11).

Nous avons effectué un marguage métabolique des
tachyzoites a la 3888 Méthionine en présence de 0,375 mM
d'Actinomycine D (inhibiteur de la transcription) et 1 mM
de cyclohexymide (inhibiteur de la syntheése protéique).
L'effet de ces produits sur la synthése protéique est
vérifié aprés précipitation des protéines marquées a
l'acide trichloroacétique (TCA) (Fig. 12). " Apres

immunoprécipitation des extraits antigéniques marqués

avec le sérum monospécifique de lapin anti-P30 purifié

par HPLC, nous avons observé 1'inhibition de la synthése
protéique en présence de c¢yclohexymide. Par contre, en
présence d'Actinomycine D, l'antigéne P30 continue a étre
produit, ce qui démontre qu'il n'y a pas eu de
transcription de cet antigéne a4 ce stade du métabolisme
du parasite (Fig. 12).

Ce résultat démontre par ailleurs que 1'ARN messager
de l'antigéne P30 est minoritaire et tres stable,

expliquant 1'absence d'un produit de traduction dans nos

conditions d'obtention des ARNs.

2.2. Obtention d'un clone exprimant un (des) épitope(s)

de 1'antigeéne P30 -

Le dérivé du phage JXgtll a permis l'expression de

génes de tachyzoites sous le contrdle du promoteur Lac,
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FIGURE 11 : IMMUNOPRECIPITATION DES PRODUITS DE TRADUCTION DE
L'ARN DE T.GONDII.

1,3 et 5 : Produits de traduction endogénes au systéme de
traduction (contréle).

2,4 et 6 : Produits de traduction de 1'ARN de T.gondii.

Immunoprécipitation avec :

1l et 2 : sérum de lapin hyperimmun.
3 et 4 : sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC.
5 et 6 : anticorps monoclonal G5-54.
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FIGURE 12 : MARQUAGE METABOLIQUE A LA 35S METHIONINE DES
TACHYZOITES EN PRESENCE DE CYCLOHEXIMIDE ET
ACTINOMYCINE D.

Radioactivité incorporée (aprés précipitation au TCA):

En absence d'inhibiteur : 97079,00 cpm
En présence de cyclohéximide : 15113,26 cpm
En présence d'actinomycine D : 72874,83 cpm

Immunoprécipitation des protéines marquées avec le sérum de
lapin anti-P30 purifiée par HPLC :

: en absence d'inhibiteur
2 : en présence de cyclohéximide
3 en présence d'actinomycine D



aprés fusion des ADNsc avec le géne de la B-galactosidase
de E. coli (YOUNé and DAVIS, 1983).

Un échantillon de la banque en Agtll a été inoculé
sur la scuche de E. coli Y1090 a une dilution
représentant 104 phages/boite de 90 mm de diamétre.
L'induction de 1'expression de 1la protéine sous le
cont;éle du promoteur Lac a été déélenchée a 42°C en
présence d'isopropyl-f-D-thiogalactopyranoside (IPTG).
Les protéines synthétisées ont été adsorbées sur membrane
de nitrocellulose. Ces membranes onﬁ été ensuite incubées
en présence d'un sérum de lapin polyclonal monospécifique
anti-P30 (purifié par immunocadsorption) et les anticorps
ont été détectés par un second anticorps anti~IgG de
lapin marqué a la péroxydase.

Cette détection a permis d'identifier 1les phages
recombinants dont l'insertion d'ADNc a dirigé la syntheése
d'une p?otéine ou fraction de protéine portant les
épitopes reconnus par les anticorps anti—P30.

Le criblage de 5 x 103 clones recombinants a révélé

11 clones potentiels. Apres purification et un nouveau

criblage, un seul clone a été retenu (P30.8) (Fig. 13).

2.3. Expression de la protéine recombinante

Pour 1l'obtention de 1la protéine clonée, les
bactériophages du clone P30.8 purifié ont été utilisés
pour transformer la souche E. coli Y1089 r-m* lysogeéne

pour le phage ix. L'induction des bactéries lysogénes en
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FIGURE 13 : PURIFICATION DU CLONE P30.8

Révélation par :

1 : sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC (1/100)

2 : sérum de lapin anti-P30 purifiée par immunoadsorption
(1/100)

3 : sérum de lapin hyperimmun (1/100)

4 : sérum de lapin sain (1/100)




milieu liguide a permis 1'expression de la protéine de
fusion et sa purification aprés 1lyse bactérienne. Le
lysat a été analysé sur gel de polyacrylamide 8 % coloré
au bleu de Coomassie. La protéine recombinante obtenue
est d'un poids moléculaire de iZO kDa, indiquant 1la
synthese d'environ 6 kDa de la protéine de T. gondii (le
reste étant constitué par la f-D-galactosidase d'E. coli
codée par le vecteur) (Fig. 14).

Ayvant comme finalité vérifier la présence de la
protéine clonée chez T. gondii, la protéine de fusion est
d'abord séparée Aes autres constituants du lysat
bactérien, induit par le 1lysogéne P30.8, sur gel de
polyacrylamide 8 %. Plusieurs extraits de 1lysats sont
déposés selon le nombre de sérums/é tester. Les protéines
séparées sont ensuite transférées sur nitrocellulose. Des
bandes de membranes sont découpées et mises en contact
avec différents sérums. |

La protéine recombinante exprimée est reconnue par
des anticorps présents dans des sérums  provenant
d’'infections expérimentales et humaines. Un sérum de
lapiﬁ hyﬁerimmun; un sérum de lapin infesté et des sérums
humains de phasg chronique ~“de la = toxoplasmose
reconnaissent cette protéine, ainsi éue. deux sérunms
polyélénaux monosﬁécifiques anti-P30, 1l'un dirigé contre
l'antigéne P30 purifié par HPLC, 1l'autre dirigé contre
1'antigeéene P30 purifié par chromatographie

d'immunoaffinité. Ces sérums ont été épuisés contre. .un
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FIGURE 14 : CARACTERISATION EN SDS-PAGE DE LA PROTEINE

RECOMBINANTE P30 APRES COLORATION AU BLEU DE
COOMASSIE.

1 : B galactosidase purifiée

2 : lysat bactérien 4A'E.coli

3,4 et 5 : Trois préparations différentes de la protéine
recombinante P30 exprimée dans E.coli (fléche)




lysat bactérien d'E. coli Y1089. Des sérums sains ont été
utilisés comme contrdles négatifs.

La reconnaissance de la protéine recombinante par
ces différents sérums démontre le clonage d'un épitope de
l'antigeéne P30 de T. gondii {(Fig. 15).

La protéine recombinante a été utilisée pour
l'immunisation de lapins. Par la technique
d'Immunofluorescence Indirecte, nous avons pu démontrer
que les sérums anti-protéine recombinante reconnaissent
la surface des tachyzoites. Un sérum de lapin sain et un
sérum de lapin dirigé contre une autre protéine
recombinante de 7T. gondii produite chez E. coli ont été
employés comme contrdles négatifs (Fig. 16). Ces mémes

sérums reconnaissent un extrait antigénique de T. gondii

par la technigue de "dot immunoassay" (Fig. 17).

2.4.. Sous—clonage de 1'insert P30.8

I1 était nécessaire dans une premiére étape de
caractérisation du clone d'obtenir le fragment d'ADN de
T. gondii cloné (insert).

L'AﬁN phagique duAcione A gtll P30.8 a été isolé-

puis ‘digéré par 1l 'endonucléase EcoRT. Apres

électrophoreése en gel d'agarose 2 %, l'insert a été

visualisé aux ultraviolets apres coloration du gel déns;

une solution de bromure d'éthidium. Nous avons pu ainsi

déterminer selon la distance de migration, la taille
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FIGURE 16 : CARACTERISATION PAR IMMUNOELECTROTRANSFERT DE LA
PROTEINE RECOMBINANTE P30.

1 et 2 : Révélation de la protéine recombinante P30 par le
sérum de lapin hyperimmun (1/100)

1 : lysat bactérien 4d'E.coli

2 : protéine recombinante P30

3 et 4 : Révélation de la protéine recombinante P30 par le
sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC (1/100)

3 : lysat 4'B.coli

4 : protéine recombinante P30

5,6,7 et 8 : Révélation de la protéine recombinante P30 par des
sérums humains prélevés en phase chronique (1/100) (5 et 6) ou
sains (1/100) (7 et 8)




FIGURE 16 : RECONNAISSANCE DE LA SURFACE DES TACHYZOITES PAR

LE SERUM DE LAPIN ANTI-PROTEINE RECOMBINANTE P30 EN
IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE.

1 2 4 5 6 — -

FIGURE 17 : RECONNAISSANCE PAR LA TECHNIQUE DE "DOT
IMMUNOASSAY" DE L'EXTRAIT ANTIGENIQUE DE T. GONDII
PAR UN SERUM DE LAPIN PRODUIT CONTRE LA PROTEINE

RECOMBINANTE P30.

Antigéne déposé

1,3 et 5 : 0,5mg de BSA . .
2,4 et 6 : 0,5mg d'extrait antigénique de T.gondii

Révélation par :

l et 2 : sérum de lapin anti-protéine recombinante P30 (1/100)
3 et 4 : sérum de lapin sain (1/100)
5 et 6 : sérum de lapin hyperimmun (1/100)




approximative de l'insert : 150 paires de base (vis—-a-vis
de témoins de poids holéculaires : échelle BRL 123 pb).
L'insert a été ensuite extrait de 1'agarose et sous-
cloné dans le site EcoRI du vecteur plasmidique pUC13.
L'héte Dbactérien utilisé, E. coli JM108 est alors
amplifié, le plasmide pouvant &tre ensuite extrait et
digéré par EcoRI. La présence de l'insert dans pUC1l3 est
vérifiée par électrophoreése en gel d'agarose 2 %

(Fig. 18).

2.5. Séquencage de l'insert du clone P30.8 et déduction

de la séguence peptidique

Pour analyser les séquences nucléotidique et
protéique du clone P30.8, l'insert obtenu a été sous-—
cloné dans le phage M13 mpl8.

Le séquencage de 1l'insert par la méthode des
didéoxynucléotides terminateurs de chaine (SMGR et al.,
1977) (Fig. 19)) a permis la caractérisation complete de
la séquence qui comprend 164 paires de bases codant pour
54 acides aminés, le cadre de lecture étant défini a
partir de l1'insertion dans le gene de la AB4D—
galactosidaée du phage 1Agtll (Fig. 20).

Cette séquence nous a permis d'observer que nous
n;avions ni la partie N- terminale, ni la partie c-
terminale de 1'antigene P30.

L'interrogation de banques de données de séquences

(GENBANK, EMBL, NBRF) indique que cette séquence ne
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VERIFICATION SUR GEL D'AGAROSE 2% COLORE AU BrEt

DE LA PRESENCE DE L'INSERT DU CLONE P30.8 DANS LE
CULOT BACTERIEN (E.COLI JM 107) APRES INFECTION PAR
LE PHAGE M13 AVANT LE SEQUENCAGE. L'ADN BACTERIEN A

ETE DIGERE PAR L'ENDONUCLEASE Eco RI.

FIGURE 18

L, ‘27 3ratd phages M13 mpl8 contenant le fragment de
digestion Eco RI de 164pb.

5 plasmide pUC 13 contenant 1l'insert du clone P30.8 digéré
par Eco RI (contrdle).
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FIGURE 19 : GEL DE SEQUENCAGE DU CLONE P30.8.

'Séquence du clone P30.8.




' 10 20 30 40 50 60

AAGGGGAGACCGGTGGACGGTCCAGGTCTTCGTGGAATGCTCGTCTTGCGCGCACCGGCC

GlvGluThrGlyGlvArgSerArgSerSerTrpAsnAlaArgleuAlalArgThrGlyAr
Y g g

70 80 90 100 110 120
GAAATTTCCGGTTCTACGACCCGGCGAAAGTGAAGAGCCTCGTGGTCACGGACTTCAGTC

Asn?heArgPheTyrAspProAlaLysValLysSerLeuValValThrAspPheSerArg

Seoavsrr0svssernssn

130 140 150 160 3
GCCTCATGCTCCGCAAGGCCCTGGAGAAGAAAGAAGCCCTCAGG

LeuMETLeuArglLysAlaLeuGlulLysLysGluAlaLeuaArg

MR RN NN Y R AR NN N RN NN RN N RN RNEEREREEFNERNNEN RN NN

FIGURE 20 : SEQUENCE DU CLONE P30.8.

: Séquence complémentaire de 1l'oligonucléotide.

sesevess: Séguence du peptide (la thréonine en C-terminale a

été remplacée par une cystéine).
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comporte pas d'homologies marquées avec des molécules

déja décrites.

2.6. Synthese d'un peptide contenant un {des) épitope(s)

de 1'antigeéne P30

La production de 1l'antigéne recombinant dans le
systéme d'expression Y1089 étant limitante aussi bien en
termes gquantitatifs que gqualitatifs, nous avons envisagé
la substitution de 1l'antigeéne P30 par des peptides
obtenus a partir de la protéine clonée.

Aprés analyse informatique de la séquence en acides
aminés prédite par la séquence nucléotidigque, un peptide
a été synthétisé (Fig. 21). Ce peptide a la structure
soulignée dans la séquence citée précédemment, mis & part
que la thréonine N-terminale est remplacée par un résidu
acétylcystéine pour faciliter le couplage aux protéines
(Fig. 20).

Aprés couplage a l'albumine bovine (BSA) par liaison
covalente, ce matériel a servi a immuniser des lapins et
des souris. En utilisant ia technique
d'Immunofluorescence Indirecté, il a é&té possible de
démontrer que les sérums ainsi obtenus reconnaissent la
surface des tachyzoites. Des sérums de lapins et souris
éa%ps ont été. emﬁlbyés comme contrdles négatifs
{(Fig. 22).

Parallélement, le peptide couplé & la BSA a é&té

utilisé pour cribler les sérums de malades infectés par
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Program ANTIGEN.

'

& -
Frp
¥
E
ﬂ

Total. number of amino acids is: 53.

FIGURE 21

A : Profil d'h&drophilicité du polypeptide complet.

-

R XA R KT AR AR XX T AT T XN X AR XXX XN I XXX R X & %

*+ PREDICTION OF ANTIGENIC DETEIRMINANTS =

R X KR R R AT TR XXX AKX ARX IR XTI AXRRXRIXZR IR TR R XX

P308PE

"

inzlysis dcone on rprotTein seguence

Total number of residues is: 53.

The method used is that of Hepp and Woods.
The averaging group iength is:
-> This is the wvalue recom

{ X} Ah= L1.52 Trenm £3 te 3 Arg-Lys—Ale-leu-Glu-Lys-Lys-Glu-ilz-leu
{ 2 Ah= 1.17 Trom 25 to 3 Asp=-Fro-3la-Lys-Val-Llys
{( 3) Ah= 1.13 STrom 4 to @ Gly—Arg-Ser—~Arg-Ser-Ser

Ah stands for: Average hycrophilicity.

Note that, on a2 group of control proteins, only the highest point was in 100
of the cases assigned to a known antigenic group. The second and third point:
gave a proportion of 33% of incorrect predictions.

B : Prédiction des déterminants antigénigues.

: ANALYSE INFORMATIQUE DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DU
CLONE P30.8.




Chargec residues proiile.
Alpha helix propensity.
Beta sheet propensity.
Reverse turn propensity.

For seguence P308PEP.

is: 53.

of amino acids

Total number

du polypeptide complet.

for sequence P3G8PEP.

1Ea,

vy
gty
o

Ly

D : Représentation en alpha-hélice de la partie N-terminale du
-polypeptide. |
ANALYSE INFORMATIQUE DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DU

FIGURE 21 :
CLONE P30.8.



FIGURE 22 : RECONNAISSANCE DE LA SURFACE DES TACHYZOITES PAR
LES SERUMS DE LAPIN ET DE SOURIS ANTI-PEPTIDE
CONJUGUE EN IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE.

i sérum de lapin anti-peptide.
2 : sérum de souris saine.
3 sérum de souris anti-peptide conjugué.




T. gondii. Nous avons mis au point la technique de "dot-
immunoassay" pour cribler ces sérums. Nous constatons que
ce peptide contient un (des) épitope(s) de l'antigeéne P30
reconnu(s) par les anticorps présents dans le sérum de

malades atteints de toxoplasmose (Fig. 23).

2.7.. Hybridation avec 1'ADN et 1'ARN de T. gondii

Bien que par des tests d'immunogénicité nous ayons
pu mettre en évidence que l'insert cloné . possede un
épitope de 7T. gondii, il convenait néanmoins de vérifiér
la présence de cette séquence dans les acides nucléiques
du toxoplasme.

Un cligonucléotide de 18 bases, complémentaire de la
séquence 5' du brin <codant, a été synthétisé. Cet
oligonucléotide a la structure soulignée dans la séquence
citée précédemment (Fig. 20).

Une sonde a été préparée avec cet oligonucléotide
aprés marquage au Tt32P sur l'extrémité 5'OH par Kination,
permettant ainsi son ‘utilisation dans des tests
d'hybridation.

Des tests d'hybridation ont été réalisés pour
comparer le matériel synthétisé & partir du clone P30.8
et les acides nucléiques de T. gondii.

L'oligonucléotide marqué au 722P a é&té employé comme
sonde dans 1'hybridation par la technique de "dot-blot”
avec 1'ADN de T. gondii et avec 1l'insert provenant du

clone P30.8, confirmant que la séquence déterminée existe
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FIGURE 23 : RECONNAISSANCE DU PEPTIDE DE SYNTHESE (AcetylCys,
Asp, Phe, Ser, Arg, Leu, Met, Leu, Arg., Lys, Ala,
Leu, Glu, Lys, Lys, Glu, Ala, Leu, Arg) CONJUGUE A
LA BSA, PAR DIFFERENTS SERUMS.

Quantité de peptide conjugué déposé (A:120ng, B:60ng, C:30Nng,
D:15ng)

Révélation par :

: sérum de lapin sain (1/100)

: sérum de lapin anti-P30 purifiée par HPLC (1/100)
: sérum humain chronique I (1/100)

sérum humain chronique II (1/100)

sérum humain sain I (1/100)

sérum humain sain II (1/100)

bk W

Remarque : les mémes quantités de BSA pure ont montré une
réponse négative avec les mémes sérums.




dans 1'ADN de T. gondii et que la séquence de 1'insert

est correcte (Fig. 24).

L'insert marqué au o32P par le systeme des amorces
héxamériques d'ADN, a ¢été emplové comme sonde dans
1l'hybridation avec 1'ADN de T. gondii par "dot-blot" pour
démontrer qu'elle est la fraction d4d'ADN qui contient une
copie du géne codant pour la P30 (Fig. 25).

L'ADN de souris a été employé comme contrdle
négatif.

L'insert a aussi été employé comme sonde radioactive
pour déterminer la taille de 1'ARN messager codant pour
la P30 (selon la méthode de "Northern blot"). La
détection d'ARN n'a pas été possible étant donné sa

faible quantité parmi les ARN totaux de T. gondii.

3. RECHERCHE DE LA COPIE DU GENE CODANT POUR
L'AN?IGENE P30
Pour essayer de trouver la copie compléete du géne
codant pour 1l'antigene P30, nous avons construit une
banque génomique de T. gondii. Pour limiter le criblage
des clones, la banque a été construite & partir d'un
fragment génomigque contenant le ou une partie du géne

d'intérét.
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FIGURE 24 : RECONNAISSANCE PAR "DOT-BLOT" DE L'ADN DE T. GONDII
PAR L'OLIGONUCLEOTIDE (CCTGGACCGTCCACCGGT) MARQUE
Al S2p,

L'oligonucléotide marqué au 22P a été hybridé avec :
: ADN de T.gondii

1
2 : insert du clone P30.8
3 : ADN de souris

. TN, o ng
1
Pg
2
AR Se | P
3 -

FIGURE 25 : RECONNAISSANCE PAR "DOT-BLOT" DE L'ADN DE T. GONDII
PAR L'INSERT DU CLONE P30.8 MARQUE AU 32p,

L'insert marqué au 232P a été hybridé avec :

1l : insert du clone P30.8
2 : ADN de souris

3 : ADN de T. gondii




3.1. Détermination d'une fraction d'ADN génomigue codant

pour l'antigéne P30

,

Dans un premier temps, 1'ADN de 7T. gondii a été
digéré par les endonucléases EcoRI, HindIII et Sal I.

Aprés séparation en gel d'agarose 1 % et transfert
sur{nitrocellulose, une hybridation a été effectuée en
utilisant 1l'insert du clone P30.8 comme sonde radiocactive
(selon la méthode de SOUTRERN, 1977).

L'analyse autoradiégraphique démontre que la copie
du géne codant pour 1l'antigene P30 se trouve dans la
fraction de 1600 paires de base apres digestion par
EcoRI, de 3500 paires de base apres digestion par
HindIII et 5620 paires de base apreés digestion par SalTl
(Fig. 26).

La fraction issue de la digestion par EcoRI nous est
apparue la plus intéressante selon le critére "taille”,
pour la construction d'une bangque génomigue.

L'ADN digéré par EcoRI a é&té déposé sur gel
d'agarose 1 % et le gel a été «coloré au Bromure
d'éthidium.

3 fractions de cette digestion ont é&té extraites de
1'agarose : de 500 & 1000 pb, de 1000 & 2000 pb et de
2060 a 5000 pb. Ces fractions sont ensuite testées par
"dot-blot” eﬁ utilisant 1l'insert du cione P30.8 comme

sonde radioactive (Fig. 27). L'ADN de souris a été

employé comme contrdle négatif.
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FIGURE 26 : ANALYSE PAR "SOUTHERN BLOT" DE 1'ADN DE T. GONDII
APRES DIGESTION TOTALE PAR Eco RI, Sal I et
Hind III ET HYBRIDATION AVEC L'INSERT DU CLONE
P30.8 MARQUE AU 3:2P,

: Digestion par Sal I
: Digestion par Eco RI
: Digestion par Hind III

W N =

FIGURE 27 : RECONNAISSANCE PAR "DOT-BLOT" DE LA FRACTION ENTRE
1000 ET 2000 pb DE L'ADN DE T. GONDII DIGERE PAR
Eco RI PAR L'INSERT DU CLONE P30.8 MARQUE AU 32Pp.

L'insert marqué au 22P a été hybridé avec 1pug 4'ADN de
1 : insert du clone P30.8

2 : fraction 5000-2000pb

3 : fraction 2000-1000pb

4 : fraction 1000-500pb

5 : ADN de souris




La fraction entre 1000 et 2000 paires de base est

retenue pour la construction de la banque génomique.

3.2. Préparation d'une bangue génomigque de la fraction

de 1000 a 2000 pb de 1'ADN de T. gondii dans le

phage JgtloQ

A

*La fraction EcoRI de 1000 a 2000 paires de base de
1'ADN de T. gondii a été insérée dans le site EcoRI du
phage A gtl0. La banque ainsi obtenue a été inoculéé sur
la souche E. coli C600 HE1l & une dilution e 104
phages/boite de ‘'S0 mm de diamétre. 107 phages
recombinants ont été ainsi obtenus.

Un aliquot de 103 recombinants a été étalé sur des
boites et 1les phages obtenus ont été transférés sur
membrane de nitrocellulose par simple contact avec 1la

boite.

3.3. Criblage de la bangque génomigue

LLes clones c¢btenus dans 1la banque génomique sont
criblés aprés hybridation des membranes de nitrocellulose
contenant une portion de 1'ADN des ©phages Agtlo
recombinants, en présence de 1'insert du clone P30.8
marqué au a32P utilisé comme sonde radioactive.

Aprés analyse autoradiographique, 70 clones positifs
ont été reconnus par la sonde. Apres amplification, 1'ADN
phagique des 70 clones a été isolé puis digéré par EcoRI.

Une . électrophorése en gel d'agarose 1 % suivie d'un
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transfert sur nitrocellulose a été effectuée et l'insert
est visualisé par autoradiographie, apreés hybridation en
présence de 1l'insert du clone P30.8 marqué au a32P
utilisé comme sonde radiocactive (Fig. 28).

20 clones sont ainsi retenus.

3.4. Détermination de la carte de restriction

Pour pouvoir séquencer 1'ADN du clone obtenu dans la
banque génomique, il fallait obtenir des fragments bien
déterminés. |

o

Trois clones parmi les 20 clones obtenus ont é&té
sélectionnés (Gll, G386 et G42). Les phages sont purifiés
et amplifiés (Fig. 29). Apres extraction, les inserts
sont sous—clonés dans le site EcoRI du vecteur
plasmidique pUCl9. Ces inserts ont été comparés par
cartes de restriction.

Les profils de digestion par les enzymes ont montré
que les 3 inserts étaient identiques et insérés. dans le
méme sens (Fig. 30}.

Le clone G42 a été choisi et la carte de restriction

a été établie aprés digestion de 1'ADN par les enzymes :

AccI, Aval, AspI, BamBI, EcoRI, EcoRV, indIITI, EKpnI,

SacI, SacII, Sall, SmaI, SphI, XbaI (absence de sites de

coupure) et AccI, HincII, PstI, PvuI,Pvull, SstI, XhoI

(présence de sites de coupure) (Fig. 31 et 32).
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FIGURE 28 : DETECTION PAR "SOUTHERN BLOT" DES CLONES GENOMIQUES ’
CONTENANT UNE COPIE DU GENE CODANT POUR L'ANTIGENE
P30 APRES DIGESTION PAR Eco RI DES ADNs DE PHAGES
Agt 10 RECOMBINANTS. LES INSERTS SONT REVELES PAR
L'INSERT P30.8 MARQUE AU 32P.

1 : Clone P30.8 (contr8le positif) (Agt 11)

2, 3, 5 et 7 : Clones contenant une partie du géne codant pour
l'antigéne P30 (Agt 10)

4, 6, 8 et 9 : Clones négatifs (Agt 10)

FIGURE 29 : PURIFICATION DU CLONE GENOMIQUE G42 REVELE PAR
L'INSERT P30.8 MARQUE AU 32P.
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FIGURE 30 : ANALYSE SUR GEL D'AGAROSE 1% COLORE AU BrEt DES
CLONES G42, G36 ET G11 APRES DIGESTION PAR
DIFFERENTS ENZYMES DE RESTRICTION.

1 : Pst I; 2 : BHind IXXI: 3 : Ava 1; 4 = Sal I; 5 :Boe RI
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FIGURE 31 : ANALYSE SUR GEL D'AGAROSE 1% COLORE AU BrEt DU
CLONE G42 APRES DIGESTION PAR DIFFERENTS ENZYMES DE
RESTRICTION.

i Plasmide non coupé; 2 : Eco RI; 3 : Hind III; 4 : Xho I
5:_s_t_I;6:I_{_@_cII;7:A_c:£;8:_Es_tI,9:2&11;10:&1
11 : Hind III + Xho I; 12 : Hind III + Sst I; 13 :Sst T + Xho I
14 Poids moléculaires; 15 : Hinc II + Xho I; 16 :Pst I +Xho I
17 MII+)(_hQI;18:PvuI+XhoI:19zl_&gI+2§mI
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FIGURE 32 : CARTE DE RESTRICTION DE L'ADN GENOMIQUE CONTENANT
LE GENE CODANT POUR L'ANTIGENE P30 ET STRATEGIE DE
SEQUENCAGE.

t I

[9)]

Ac : Acc I; E : Eco RI; Hi : Hinec II; P : Pvu I; Ps : P
(......:sites non positionnés); Pv : Pvu II: Ss : Sst I

~s
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3.5. Sous-clonage des fragments de digestion

La stratégie de séquengcage a été établie aprés
analyse de la carte de restriction (Fig. 32).

Les fragments EcoRI-PstI et PstI-PstlI ont &té

choisis en raison de leur taille et de leur distribution
dans 1l'insert G42. Les fragments EcoRI-HincII ont été
choisis de fagon a pouvoir séquencer la partie interne de
l'insert G42 et recouvrir la séquence déterminée par les

fragments PstI-PstI.

L'ADN plasmidique contenant 1l'insert G42 est digéré
par les différentes enzymes. |

Aprés une électrophorése en gel d'agarose 1,2 %, les
fragments sont visualisés aux ultraviolets apres
coloration du gel dans une solution de bromure
d'éthidium. Les fragments obtenus sont d'environ : EcoRI-
HincII 1100 pb et 500 pb, EcoRI-PstI 500 pb et 420 pb,

PstI-PstI 350 pb, 200 pb et 100 pb.

Ces fragments ont été ensuite extraits de 1'agarose
et sous-clonés dans les sites adéquats des phages
M13 mpl0, M13 mpll, M13 mpl8 et M13 mpl9. La présence des
fragments dans 1'ADN des cellules hétes prouve
l'efficacité du clonage (Fig. 33).

L'hybridation des fragments de 1la digestion par les
enzymes EcoRI et PstI avec l'insert du clone P30.8 marqué

au «¥2pP d4dCTP selon la méthode de SOUTHERE (1977) a révélé
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FIGURE 33 : VERIFICATION SUR GEL D'AGAROSE 1% COLORE AU BrEt DE
LA PRESENCE D'INSERT DANS LE CULOT BACTERIEN
(E. COLI JM 107) APRES INFECTION PAR LE PHAGE M13
AVANT LE SEQUENCAGE.L'ADN BACTERIEN A ETE DIGERE
PAR LES ENDONUCLEASES Eco RI ET Hinc II.

1 : Plasmide pUC 19 contenant 1'insert du clone génomique
digéré par Eco RI et Hinc II (contrdle).

2 4 5 : Phages M13 mpl8 contenant le fragment de digestion
Eco RI + Hinc II de 1100pb.

6 &4 9 : Phages M13 mpl8 contenant le fragment de digestion
Eco RI + Hinc II de 500pb.




. N ABI 37CA Ver 1.20
T WT[TT"*Trml ,WWT

I | "

i
L
ﬂ } Wi'
LT

i &
PEITIIIES Hﬂ???ﬂ?{”Hfﬁ?i?ﬁ?ﬂii

i
I '\THH
! ) !
I
!
I
N b
f
l§
i

-t
=

e

3: 41ipm ‘9 June 1988

FIGURE 34 : REPRESENTATION GRAPHIQUE DE LA LECTURE DU GEL DE
SEQUENCAGE DANS LE SYSTEME APPLIED.
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FIGURE 35 : RECHERCHE DE LA LOCALISATION DU CLONE P30.8 DANS
LES FRAGMENTS DE DIGESTION Eco RI + Pst I DU CLONE
GENOMIQUE G42.

A : Gel d'agarose 1% coloré au BrEt des fragments de digestion.

B : Identification par "Southern-blot" du fragment de la double
digestion Eco RI + Pst I qui contient la séquence nucléotidique
de 1'insert du clone P30.8 par hybridation avec cet insert
marqué au 32P,

1 : pUC 19 contenant 1l'insert du clone génomique digéré par
Eco RI + Pst I

2 : pUC 19 contenant 1l'insert du clone génomique digéré par
Eco RI (contréle).




une seule bande, le fragment PstI-PstI de
({Fig. 35).

350 pb

3.6.

Séguencage des fragments de digestion

La séquence partielle du gene codant pour 1l'antigéne

P30 obtenu dans la bangue génomique est ainsi déterminée.

Le séquencage de 1l'insert G42 a été effectué par la

méthode des didéoxynucléotides terminateurs de c¢haine
(SANGER et al., 1977) (Fig. 34}.

La déducticn de 1la séquence du clone G442
obtenue.

a été
Les cadres de lecture établis ont été comparés 2a
celui du clone P30.8 (Fig. 36).
Un cadre de lecture probabie pour la
peptidique de l'antigéne P30 est établi.

" Le

séquence

résultat ainsi obtenu permettra 1'obtention
d'autres épitopes de. 1l'antigéne

P30 ainsi que 1la
détermination de la localisation du géne codant pour cet

antigene dans le génome de T. gondii.
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FIGURE 36 : SEQUENCE DU CLONE GENOMIQUE.

Cettea ségquence est actuellement soumise en annexe du brevet
"Clonage et séquence de la P30 de T.gondii™ déposé en France
le 24 Juin 1988, sous le numéro 8808535.
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DISCUSSION



Notre travail a demandé une approche
multidisciplinaire. Il a été nécessaire a la fois de
recourir & des approches biochimiques pour étudier
l'antigéne P30 afin d'aboutir a sa purification et a
une meilleure caractérisation, a des approches
immﬁnologiques pour la production de sondes anticorps
et d’éﬁudier la réponse humorale contre les molécules
recombinantes produites, et a des approches de biologie
moléculaire qui ont abouti & 1l'obtention de <clones
contenant une partie du gene codant pour l1l'antigeéne P30
et qui ont permis d'étudier la production et

l'expression de protéines recombinantes.

1. L'ANTIGENE P30

Différentes études ont montré 1l'existence d'une
molécule de masse moléculaire apparente située entre 27
et 35 kDa appelée P30, représentant 1l'antigene méjeur
de surface de Toxoplasma gondii (HANMANN and RENINGTON,
1980b ; SEMI et al., 1980 ; JOUES¥ et =zI., 1981b ; FKaseek
et al., 1983 ; RODRIGUEZ et al., 1985 ; COMRER et al.,
1988).

Les résultats présentés dans ce travail montrent,
par analyse électrophorétique bidimensionnelle de

l'antigéne P30 purifié par HPLC que deux molécules _de
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méme poids moléculaire apparent (30 kDa) mais de pI
voisins (7,84 et 8,07) sont observées.

Aprés immunoprécipitation des produits du marquage
métabolique avec des sérums de lapin hyperimmun, des
sérums de lapin anti-P30 (purifiée par immunocadsorption
ou par HPLC) et par l'anticorps monoclonal anti-P30 G5-
54, on observe 1la reconnaissance des deux mémes
molécules trouvées dans 1'antigéne P30 purifié par
HPLC. La présence de plusieurs molécules dans
l'antigene P30 a également é&été démontrée par HMNM et
RENINGTON (1980b) et KRisPER (1987).

La reconnaissance des deux molécules de 1'antigéene
P30 par l'anticorps monoclonal anti-P30 G5-54 démontre
la présence d'épitopes identiques sur ces deux
molécules. Ceci indique qu'il s'agit probablement d'une
méme partie peptidique avec différents degrés de
glycosylation ou de phosphorylation, gquoique de tels
"processings" post-traductionnels restent a étudier. Ce
polymorphisme pourrait également &tre attribue a une
différence de quelques acides aminés dans la
composition de la partie peptidique ou a la formation
de ponts disulfures dans une proportion telle qu'il
pourrait ¥ avoir un changemeht de pI mais pas de poids
moléculaire apparent de la molécule.

La présence de ces deux molécules pourrait
expliquer 1'observation de RORIGIEZ et al. (1985) gqui ont

montré par un test "double-site" avec 1l'anticorps
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monoclonal anti-P30 G5-54 que l'antigeéne P30 contient
une région immunodominante composée de deux ou

plusieurs épitopes identiques.

2. LE TRAVATL DE CLONAGE

L'obtention des produits de traduction a partir de
1'ARN de 7T. gondii a nécessité le recours a plusieurs
méthodes différentes d'obtention du parasite, puis de
stimulation in vitro des tachyzoites. Néanmoins, le
produit de 1la traduction de 1l'antigéne P30 & partir
d'un systéme de traduction in vitro de réticulocytes de
lapin n'a pas pu &tre détecté par nos sondes anticorps.

PRINCGE et al. (1985) ont traduit 1'ARNm de T. gondii
en utilisant un extrait de germe de blé comme systéme
de traduction. Ils ont démontré la présence d'un
produit de traduction antigénique majeur de 24 kDa et
ont suggéré qu'il pourrait s'agir de la partie
protéique de 1l'antigeéne majeur de surface, P30.
Néanmeoins, nous savons aujourd'hui que le produit de
traduction de 24 kDa correspond en réalité a la
protéine native excrétée-sécrétée de 23 kDa clonée dans
notre laboratoire (CES3RON—-DELAGR et al., 1988).

Pour ce qui concerne 1l'absence d'un produit de
traduction correspondant & l'antigene P30, nous pensons
que 1'ARN messager codant pour cette molécule (dans nos
conditions d'isolement des ARNs) est treés minoritaire.

En effet, nous avons pu isoler apreés un criblage de
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500.000 recombinants gqu'un seul clone exprimant une
partie de cet antigene. D’'autre part, il a été démontré
dans notre travail que 1'ARN messager codant pour
l'antigene P30 ne pouvait étre mis en évidence par les
technigues de "Northern Blot" classiques. Cette
observation est contraire a celle de BOOTAROYD (1988)
(communication personnelle) qui affirme avoir isolé de
nombreux clones correspondant & l'antigene P30, a
partir dfune bangue d'ADNc (1/200 recombinants).

Les produits issus de notre travail de clonage,
c'est-d-dire soit la protéine recombinante de 6 kDa,
soit le peptide synthétisé & partir de la séquence
nucléotidique, sont reconnus par des sérums anti-
T. gondii. De plus, les anticorps produits contre ces
molécules sont détectés & condition d’'utiliser des
techniques trés sensibles ou l'antigene se trouve dans
sa forme native et oG une trés‘ petite quantité
d'anticorps suffit pour le mettre en évidence. Ainsi,
les techniques d'immunofluorescence indirecte et de
microscopie électronique nous ont permis d'observer une
reconnaissance de ‘la surface des tachyzoites, ce qui
correspond & la localisation de 1'antigeéne P30 natif.
La encore, nos observations sont contraires a celles de
BOOTHROYD (1988) (communication personnelle) en ce qui
concerne le sérum produit contre sa protéine de fusion

qui ne reconnait pas la surface des tachyzoites.
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La difficulté dans la détection de ces anticorps
s'explique dans le cas de la protéine de fusion par le
fait qu'il y a également production d'une quantité
importante d'anticorps contre la B-galactosidase et
contre le lysat bactérien d'E. coli contaminant.

Ceci souligne la nécessité d'utiliser des vecteurs
plus performants pour 1l'expression des protéines de
fusion comme par exemple le vecteur développé par la
Société Transgene qui contient une protéine exprimée
fusionnée avec les 14 premiers acides aminés de 1la

rotéine phagique CII sous le contrdle du promoteur P..
Ceci diminue les encombrements stériques provogués par
une protéine de fusion trop gfande qui devient la
réponse immune envers une protéine recombinante trés
minoritaire. L'efficacité de ce systéme dans le cas de
la protéine recombinante P24 a été rdémontrée par
M.F. CESBRON—DBLAU¥ (1988) {(communication personnelle) dans
notre laboratoire. En ce qui concerne la purification
de 1la protéine de fusion du lysat bactérien, d'autres
vecteurs peuvent étre employés. Dans 1le vecteur
PRITT11, la pB-galactosidase est remplacée par 1la
protéine A dans la protéine de fusion qui pourra é&tre
purifiée sur colonne de IgG Sépharose (Pharmacia). Le
vecteur PMS code pour une B-galactosidase active, qui
peut étre purifiée & partir d'une colonne greffée avec

un inhibiteur de B—-galactosidase.
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Dans le cas des peptides de synthese, la
difficulté de production d'anticorps plus facilement
détectables pourrait s'expliguer par le fait qu'il peut
v avoir une différence de présentation entre 1les
épitopes du peptide de synthése conjugué ou non a une
protéine porteuse et de 1'antigéne natif. Un ensemble
de: peptides différents est envisageable pour 1la
production d'anticorps.

L’anticorps monoclonal anti-P30 G5-54 ne réconnait
pas les épitopes présentés dans ia protéine
recombinante ni dans le peptide synthétisé. Le fait que
ce méme anticorps ne reconnait pas par la technique
d'immunoélectrotransfert la protéine native apres
réduction au f-mercaptoéthanol suggere que cet
anticorps est dirigé contre un épitope conformationnel.
I1 n'est donc pas surprenant que cet ~anticorps
monoclonal ne' puisse pas reconnaitre la protéine de
fusion ni le peptide de syntheése. D'une part, 1'épitope
reconnu par l'anticorps monoclonal pourrait ne pas &tre
présent chez la protéine de fusion et le peptide, et
d'autre part, s'il existe, 11 pourrait &tre présenté
sous une configuration trés différente de celle
existant dans l'antigéne natif.

La séquence nucléotidique du clone exprimant une
partie du geéne codant pour l'antigéne P30 est correcte
et présente chez T. gondii car les résultats

d'hybridation soit avec l'insert de 164 pb marqué, soit
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avec 1l'oligonucléotide synthétisé a partir de cette
séquence reconnaissent 1'ADN ae T. gondii dans des
conditions treés drastiques de lavage.

Dans le but de 1l'obtention d'un <¢lone ©plus
complet, le recours & une banque génomique de T. gondiiz
a été nécessaire ;t nous a permis de progresser dans 1le
séquencage du gene codant pour 1'antigene P30. Le clone
de 1600 pb obtenu a partir de la digestion compléte de
1'ADN de T. gondii suggeére que le géne codant pour
l'antigéne P30 est présent dans une seule copie. Il
reste a déterminér si tout 1le geéne codant pour cet
antigéne est présent dans ce fragment de 1600 pb. Il
reste également & vérifier la présence d'introns dans

ce gene. Par ailleurs, . le clonage des genes codant pour

l'alpha et la béta—-tubuline de 7T. gondii par NAGL et

BOOTHROYD {(1988) a permis de démontrer la présence

d'introns multiples avec des signaux de sites
d'épissage 5' et 3' conservés. Ceci indique gque le
élonage de protéines de T. gondii utilisant des banques
construites & partir de 1'ADN génomique est, bien
qu'envisageable, beaucoup pius aléatoire que par
exempie dans le cas de Plasmodium falciparum, pour
lequel i;s rares introns ont toujours été uniques pour
un gene donné et situés pres de 1l'extrémité 5’ du gene
(FARARDO et al., 1986).

Quelques acides aminés de la partie N-terminale de

l'antigéne P30 ont été déterminés par A.- TRMTR (1988)
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(communication personnelle) il faudra trouver 1la
séquence nucléotidique correspondante & ce peptide dans

le clone génomique.

3. APPLICATIONS DE NOTRE TRAVAIL

Il est maintenant clairement établi par des tests
E.L.I.S.A. (enzyme-linked immunosorbent assay) que tous
leé sujets atteints d'une toxoplasmose récente ou plus
lointaine ont des taux significatifs d'anticorps anti-
P30 d'isotypes IgG et/ou IgM (RENINGTOR et al., 1968 ;
CAMARGO et al., 1976, 1978 ; N0t and RENINGION, 1980 ; DESNONTS
et al., 1981 ; RORIGEZ et al., 1985 ; SHIRG et al.,
1985 ; CESWRON et al., 1985).

Le développement d’'un test diagnostique
d’'immunocapture des anticorps de classe IgM dirigés
contre l'antigéne P30 présents dans tous les sérums de
sujets atteints de toxoplasmose aigué a été réalisé
dans notre laboratoire par CBSBRON et al. (1985). Ce
test, trés important chez les femmes enceintes a risque
.de toxoplasmose congénitale, est commercialisé sous le
nom de PLATRLIA~TOX0 IgM par Diagnostics Pasteur (France)
(Fig. 37).

Les produits de <clonage de 1l'antigene P30

pourraient, apreés un marquage enzymatique direct, étre

utilisés dans un test diagnostique de nouvelle
génération. Ce test, basé également sur 1'immunocapture

des IgM sériques, serait d'une part plus fiable et
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spécifique, permettant de s'affranchir des nécessité de
préparation d'un extrait antigénique de toxoplasmes et
de production de 1l'anticorps monoclonal (Fig. 38).

Récemment, dans notre laboratoire, DEWSTRR et al.
(1988) ont décrit 1l'existence d'anticorps de classe IgA
dirigés contre l'antigéne P30 et démontré la
possibilité d’'utilisation de ces anticorps comme
marqueurs de toxoplasmose aigué et congénitale. A la
suite de ces tfavaux, un test d'immunocapture IgA basé
sur le test d'immunccapture IgM de CBSRE et al. (1985)
sera développé. La aussi, les produits du clonage de
l'antigéne P30 seraient utiles pour les raisons citées
ci-dessus (Fig. 38).

L'association de nos différentes recherches pourra
servir a 1l'amélioration de 1la fiabilité des tests
rdiagnostiques de la toxoplasmose chez la femme
enceinte, indispensable pour ‘éviter d'une part les
graves conséquences d'une toxoplasmose congénitale chez
le foetus et le nouveau-né, et d'autre part les
avortements thérapeutiques non nécessaires, basés sur
des indications insuffisamment établies.

La recherche d'un. vaccin contre la toxoplasmose
ést. une autre préoccupation. majéure. Les propriétés
‘potentiellement protectrices de l'antigéne P30 ont déja
été démontrées premiérement chez la souris par SHiRM
et al. (1984) et dans notre laboratoire par SATOR0

et al. (1985) qui ont démontré 1'augmentation du temps
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FIGURE 37 : TEST DIAGNOSTIQUE DE LA TOXOPLASMOSE AIGUE

Des anticorps anti-IgM humains sont
adsorbés a la plaque .(4)

Le sérum humain est ajouté. Les anti-
corps d'isotype IgM adhérent aux anti-
Ign. (V)

Addition de 1l'extrait antigénique de
T.gondii contenant 1'antigéne PB@i\/}
Les antigeénes reconnus par les IgM
anti-toxoplasme (notamment 1l'antigene
P30) sont retenus.

Addition de 1l'anticorps monoclonal
G5.54 anti-P30 conjugué & un enzyme
qui se fixe de facgon spécifique sur
1'antigéne P30.(VE

Addition du substrat de 1'enzyme(se),

production d'une réaction colorée et
lecture au spectrophotometre.

(PLATELIA TOXO IgM-DIAGNOSTICS PASTEUR}.

AL

VN

WA

v
I 2 |

FIGURE38 : TEST DIAGNOSTIQUE DE NOUVELLE GENERATION POQUR

Des anticorps anti-IgM (ou anti—IgA)
humains sont adsorbés & la plaque.(4)

Le sérum humain est ajouté. Les anti-
corps d'isotype IgM (ou IgA) adherent
aux anti-IgM (ou anti-Iga) .(w)~

Addition de la protéine recombinante
P30 ou des peptides de synthése con-
jugués & un enzyme(Wg qui se fixent
de facon spécifique sur les IgM ( ou
IgA) anti-P30 présents dans le sérum.

Addition du substrat de 1'enzyme/(<.),
production d'une réaction colorée et

lecture au spectrophotomeétre.

LA TOXOPLASMOSE ( DETECTION D'IgM OU D'IgA )
UTILISANT LA PROTEINE RECOMBINANTE P30 OU LES
PEPTIDES DE SYNTHESE.




de survie de rats athymigques (Nu/Nu} qui ont re¢u un
transfert passif Q'anticorps monoclonal anti-P30 G5-54
avant l'infection par T. gondii. De plus, F. SiTR0 et
D. D&SiE8 (communication personnelle) ont protégé de
facon significative la souris Balb/C contre une
infection par T. gondii, apres 1'immunisation préalable
des souris avec 50 pyg dJd'antigéne P30 purifié par
immunocadsorption.

Apres confirmation des propriétés
immunoprophylactiques de P30, l'utilisatien des
produits du clonage de <cet antigéne pourrait &tre
envisagée lors de 1'élaboration d'un vaccin anti-

T. gondii.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos études concernaient le clonage et le
séquencage du géne codant pour 1l'antigeéne majeur de
surface des tachyzoites P30.

Les travaux expérimentaux ont abouti aux résultats
suivants

- 1l'obtention de l'antigéne P30 purifié

- l'observation que l'antigéne P30 est constitué
de deux molécules de méme poids moléculaire et de pI
voisins

- la production de sérums de lapin polyclonaux
monospécifiques anti-P30

- la construction des bangues d'ADNc et génomique
de T. gondii

- l'obtention d'un <clone d'ADNc exprimant une
partie de l'antigene P30

- l'obtention d'une protéine de fusion contenant
un (des) épitope(s) de l'antigéne P30 reconnu par des
sérums humains d’'infection

~ l'obtention de sérums dirigés contre cette
protéine de fusion quil reconnaissent la sﬁrfaée des
tachyzoites

- le séquengége d'une portion du gene codant pour

1'antigéne P30

- la syntheése d'un peptide également reconnu par

--des sérums humains d'infection
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- l'obtention d'un clone génomique contenant une
copie plus complete du géne codant pour 1l'antigene p30.

L'utilisation soit de la protéine recombinante
obtenue chez F. coli, soit du peptide de synthése dans
des tests diagnostiques de la toxoplasmose peut &tre
envisagée. Les perspectives i1ssues du présent travail
concernent d’une part l'amélioration des tests
sérologiques de 1la toxoplasmose, et d'autre part la
mise en évidence directe des parasites par une nouvelle
génération de tests diagnostiques Dbasés sur les
~techniques d'hybridation in situ a 1l'aide de sondes
oligonucléotidiques.

La caractérisation de la molécule P30 par
microségquencage de ses acides aminés constitutifs et
par séquengage complet du géné codant pour cet antigene
devra &tre- poursuivie en vue d'établir une cartographie
peptidigue éompléte des épitopes immunodominants de
l'antigeéne P30.

L'utilisation des peptides ou protéines
recombinantes issus de cette caractériéation dans les
tesﬁs de diagnostic (notamment le test d4d'immunocapture
mis au point dans notre laboratoire) nécessitera avant
tout une analyse fine de 1la reconnaissance de ces
produits par les anticorps surtout de classe IgM et de
classe IgA. Ainsi, ces peptides pourraient étre

employvés dans la fabrication d'un réactif plus fiable
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et moins cofiteux pour le diagnostic sérologique de 1la

toxoplasmose.

Une technologie nouvelle d'amplification de
séquences d'ADN, la réaction en chaine de 1'ADN
polymérase (PCR) est envisagée actuellement { WONG
et al., 1987). Par cette méthode, 11 sera possible de

détecter la présence d'ADN provenant de T. gondii parmi
1'ADN extrait de cellules infectées, méme & trés faible
taux, en utilisant des sondes oligonucléotidiques
spécifiéues, comme celle déterminée par notre travail.
Cette technique devrait permettre le diagnostic précoce
et spécifique d’'une toxoplasmose active chez le foetus
atteint d'une toxoplasmose congénitale et chez les
malades atteints de SIDA, pour lesquels le diagnostic
sérologique n'est pas applicable.

Les ©proprieéetés immunoprophylactiques de cette
molécule ne sont pas 3 exclure. Les produits du clonage
de 1l'antigeéne P30 pourront également &tre employés dans
plusieurs modeles d'immunisation expérimentaux en vue

de la détermination de leur pouvoir vaccinant.
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1. PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1. EXTRACTION DES ANTIGENES MEMBRANAIRES DE

TACHYZOITES

La souche virulente RH de Toxoplasma gondii est
maintenue par dJdes passages bihebdomadaires dans 1la
souris Swiss. Les parasites scont récoltés a partir du
péritoine des souris infectées trois jours auparavant.
Ils sont passés sur filtres de polycarbonate, 3 um
(Nucleopore) et lavés trois fois avec du PBS (tampon
phosphate de sodium 10 mM pH 7,2, NaCl 150 mM). Le
culot final est .remis en suspension avec du PBS
(Naz HPO4 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,2) contenant 0,5 % de
Nonidet NP40 (Sigma) et 100 U/ml d'aprctinine (Sigma).
Apres une incﬁbation pendant. 1 h & 4°%C, l'extrait est
gentfifuge A 10000 @ pendant’ 20" ‘min., a 4%C . Le
surnageant est utilisé par 1la suite comme  source

d'antigéne P30.

1.2. EXTRACTION DES ANTIGENES MARQUES DE TACHYZOITES

Aprés marquage, le culot de tachyzoites est repris
dans ‘une solution de 'SDSs 2 %. Tris 5. mM, pH 7.2 et
chauffé a 100°C pendant 3 min. Les antigénes extraits
sont dilués avec du TNTE (Tris 5 mM e T
NaCcl 0,18 M.  Triten 1,7 %, - BDPA . 2 @Ml Jusge’a une
concentration finale de SDS de 0,3 %. Cette préparation
est utilisée par la suite dans la technique

d'immunoprécipitation.
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1.3. PURIFICATION DE L'ANTIGENE P30 PAR CHROMATOGRAPHIE

LIQUIDE DE HAUTE RESOLUTION (HPLC)

L'extrait total de tachyzoites (500 pl) est
injecté sur une colonne Vydac Cis (4,6 x 250 mm) avec
une porosité de 300 A et . des microbilles de 5 pum.
L'élution est effectuée avec un mélange de

CH3; CN/H20/CF3COOH (5/95/0,05 par volume) pendant 12

min., puils pendant 180 min. avec un gradient linéaire
5-80 % de CH3CN, cette concentration maximale étant

maintenue pendant 5 min. Le pic contenant 1l'antigene
P30 est élué a une concentration en CHsCN de 34,4 %

apres 90 min.

1.4. PURIFICATION DE L'ANTIGENE P30 PAR CHROMATOGRAPHIE

D'IMMUNOAFFINITE

L'antigéne P30 a été purifié exactement comme

décrit par SANTORO et al. (1985). L'anticorps monoclonal

h
I-h

{mabY . ‘est Fixé& au. supporti.d’ inité (Protéine A-

)
I

Sépharose CI-4B, Pharmacia) activé par la
glutaraldéhyde (Boehringer) suivant les recommandations
du fabricant. Brievement, 1l'adsorbant d'affinitée (1 g)
est remis en suspension dans du NaCl 0,9 % (5 ml)
contenant le maAb a 20 mg/ml. Apreés une incubation de
4 h a température ambiante sous agitation, le gel est

transvasé dans la colonne chromatographique et 1lavé

avec du NaCl 1,5 % jusgu’'d ce que la D.0. de l'dluat
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soit inférieure & 0,005. Les groupements aldéhydes
libres résiduels sont saturés avec de 1l'éthanolamine-
HC1 0.3 M (pH 7,5) pendant 1 h. Apres des lavages
successifs avec 50 ml de NacCl 0,9 %, 50 ml de
glycocolle 0,5 M, pH 3,75 et 100 ml de NaCl 0,2 %,
1'immunoadsorbant est stocké a 4°C.

La purification de la P30 est effectuée pendant
une nuit & 4°C en faisant circuler 10 ml d'un extrait
total de - tachyzoites 48 7. gondii (200 mg) sur lai
colonne d'immunoadsorbant en circuit fermé avec un
débit de 2 ml/h. Le systéme chromatographique est
ensuite ouvert et 1la colonne est lavee avec du

by

Nacl 0,9 %. L'antigéne 1ié spécifiquement a
1'immunoadsorbant est élué a l'aide de la triéthylamine
0,1 M (pH 11,5) et neutralisé rapidement avec du HC1

1M. Le matériel est dialvsé pendant 16 h dans 1 1 de

PBS pH 7,2. La P30 pure est stockée a -70°C.

1.5. OBTENTION DES ARN MESSAGERS DE TACHYZOITES

L'ARN total est d'abord extrait suivant la méthode
d'AUFFRAY et ROUGION (1980). Les tachyzoites sont lysés par
addition d'une solution de LiCl 3M, Héparine 200 pg/ml,
acétate de sodium 10 mM pH 5, SOS 0,1 %;

Aprés homogénéisation dans un appareil de Potter-—
Elvehjem et conservation toute 1la nuit a 4°C pour
précipiter les ARNs, le lysat est centrifugé a 16.300 g

pendant 40 min. & 4°C. Le culot est lavé deux fois par
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remise en suspension dans une solution de LiCl 4M, Urée
3M puis de nouveau centrifugé a 16.300 g pendant
40 min. & 4°C. Le culot est ensuite dissous dans de
l'eau, la solution est amenée a 0,1 M en acétate de
sodium BH 5 et a g dses en SODS, et extraite
successivement avec un volume de phénol saturé en eau
et un volume de phénol-chloroforme. La phase agqueuse
est finalement amenée & 0,2 M en acétate de sodium
oH- 5, puis 1'ARN  est précipite  ‘par 2,5 volumes
d'éthanol a -20°C pendant une nuit.

Les ARNs messagers poly A* sont séparés de
total par deux chromatographies successives sur oligo

(dT) cellulose, (Type 7, Pharmacia) selon ARNEMANN et al.

(L9771 .

1.6. OBTENTION DE L'ADN DE TACHYZOITES

L'ADN de tachyzoites est obtenu suivant la méthode
de: JopRsey. eE ala 18868l LAl b x140% tachyzoites  sont
lysés dans 10 ml d'un tampon TRIS-HC1l pH 8 7,5 mM, EDTA
7,5 mM, SDS 1-%, protéinase K 20 pg/ml pendant 3 h a
5622

2 ml de perchlorate de scodium &M sont additionnés
et le DNA est obtenu aprés extraction avec une solution

de phénol/chloroforme/alcool—isoémylique suivi d'une

précipitation a 1'éthanol.

L'ADN de tachyzoites est séparé de 1'ADN de souris

- contaminant apres ultracentrifugation a 18 000 g
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pendant 16 h a 20°C dans un gradient isopycnique de
Chlorure de Césium contenant un colorant fluorescent
(HOECHST 33258). L'ADN de T. gondii se distingue comme

une bande en—-dessous de la bande d'ADN de souris.

1.7. SOUCHES BACTERIENNES -

La souche utilisée comme hdte pour le phage lambda

gtll 'est E. coll Y1090 (E. coll lac U169 proiA* lon

ara D139 strA sup F [trpC22 ::Tnl0] (pMCS)).

Pour l'obtention de souches lambda gtll lysogenes,

on.utilise F. - coli Y1089 (E. cold ac U169 pro At

lon ara D139 str A hfl'A 150 [chr::Tnil0] (pMC9I)):

La souche E. coli JM107 (E. coli lacpro, end Al,

gyr AS€, thi=1y; bhsd R17. suap E44, el Ai; BV, tfa D36,

pro AB*, lsc 1% - M15) a A&té  choisie ‘pour la
transformation par les plasmides pUCl3 et pUC1S9.

La souche E. coli C6800 hfl ': sup E44, thi-1,
lenB6 lac ¥Wil1; "lon A21  thy 1, Bfla ALEQ, " Chy 1 Bnll a

été choisie pour 1l'obtention de souches lambda gtl0.

1.8. VECTEURS DE CLONAGE

Le phage lambda gtl0 (Xsrll1l°b527srl)3° immd34
(srl 434%) srik4°srlk5°) est utilisé comme vecteur pour
la construction de la banque génomique.

Pour la construction de 1la banquer de cDNA, le
phage lambda gt11l (lac 5 (§g;gg TLL 2—3) srl)\3°cI857

Srl1l4° nin 5 sri\5° Sam 100) a. été choisi.
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Pour 1'obtention de 1'ADN monocaténaire, pour le
séquencage, les bactériophages M13 mplO, M13 mpll,
M13 mpl8, et M13 mpl9 ont été utilisés.
amplification des fragments clonés, les

Pouy’ 1

plasmides pUC1l3 (lac Z Amp~ pMB1l) et pUC1l9 (lacZ Amp"

pMB1l) ont été utilisés.

1.9. ENZYMES DE RESTRICTION

Les endonucléases de restriction, 1'ADN ligase du
phage T4, 1'ADN polymérase de RKlenow, 1’ADN
polymérase I, la Séquenase (ADN Polymérase de T:), la
T4 polvnucléotide kinase, la désoxyribonucléase libre
d'activiteé ribonucléasique, les ribonucléases,_ la
protéinase K et 1le 1lysozyme proviennent de <chez
Amersham, Appligene, Biolabs, Boehringer, BRL: ou
Touzart Matignon, et sont utilisés selon les

recommandations prescrites par le fabricant.

2. SXNTHESE

(5]
]

E PEPTIDES

Le peptide correspondant a la séquence C-terminale
du clone est synthétisé en phase solide (MERRIFIELD, 1963)
et les groupements actifs sont protégés. Apreés clivage
avec du HF, le peptide est purifié par gel filtration
sur Fractogel TéK—HWUO—S"(Merck) en présence de HC1l pH2
puis lyophilisé. La pureté du peptide est vérifiée par

chromatographie en couche mince et par HPLC en phase
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inverse. L'identité du peptide est vérifiée par analyse
des acides aminés apreés hydrolyse acide.

Le peptide est conjugué a 1'albumine bovine avec
de la glutaraldéhvde : 1le peptide (1,5 umole) est
dissous avec la protéine porteuse (2 mg) dans un tampon
phosphate de scdium pH 7 et le pH est ensuite ajusté a

8 avec du bicarbonate de sodium. Une solution de

S~

glutaraldéhvde a 25k 2 est ajoutée
gquotidiennement pendant trois Jjours sous agitation
constante. Aprés quatre Jjours, le mélange est dialysé

contre du NacCl 0,15 M.

3. SYNTHESE D'OLIGONUCLEOTIDES

La synthese des sondes oligonucléotidiques a été
réalisée sur 1l'appareil BIOSEARCH DNA SYNTHESIZER 8600
utilisant la méthode aux cyanoéthyl-phosphoramidines
(GAIT, 1984).

L'oligonucléotide synthétisé est séparéd de ces
contaminants sur gel de polyacrylamide-urée (cf. 5.1.3)
aprés élimination du groupe diméthoxytrityl en milieu
acétigue. L'oligonucléotide est visualisé sous
ultraviolets et ensuite extrait de 1l'acrvlamide par
trituration et agitation pendant 16 h dans du tampon
TrisHC1 0,1 M, EDTA 50 mM pH 8. Le matériel est

A

" dialysé, précipité a l'éthanol et conservé a -20°C.
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4. TECHNIQUES DE MARQUAGE

4.1. MARQUAGE METABOLIQUE PAR LA 335 METHIONINE

Aprés filtration sur membrane Nucleopore (3 um) et
lavages en milieu RPMI 1640 (Roosevelt Park Memorial
Institute), les tachyzoites sont mis en suspension, a
raison de . 12.10° tachyzoites/ml, dans du milieu
RPMI 1640 sans méthionine ni cystéine, contenant 10 %
de sérum décomplémenté par chauffage a 56°C pendant 30
min., dialysé une nudt &a 0°C contre une solution de
NaCl 9 % et filtré sur membrane Millipore (0,22 um).

La suspension de tachyvzoites est répartie sous un
volume de 1,5 ml dans des tubes a hémolvse placés a
37°C et soumis pendant 30 min. & une agitation douce.

On ajoute ensuite au milieu de cette culture la
méthionine marquée (225 uCi par tube) et on incube a
nouveau a 37°C sous agitation douce. Au bout de 1 h, on
ajoute dans chagque tube 15 ul de méthionine et 15 ul de
cystéine froide avant de replacer les tubes & 37°C sous
agitation pendant 1 h 30 min.. Aprés centrifugation a
3000 g pendant 10 min., on récupéfe les culots

contenant les parasites entiers et on les traite comme

décrit précédemment (cf.1.2).
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4.2. MARQUAGE DES ANTIGENES MEMBRANATIRES DE TACHYZOITES

PAR LE 1231

La méthode de marquage utilisée est une
modification de la méthode utilisant le IODOGEN décrite
par HOWARD et al. (1978). Les tachyzoites sont lavés deux
fois par du PBS 0,01 M pH 7,2.

On dissout 1 mg de IODOGEN (PIERCE Chemical Co.)
dans 10 ml1 de chloroforme et on transfere 625 pl de
cette solution dans un tube en verre. On évapore alors
le solvant sous -courant d'azote et on ajoute 10%
tachyzoites dans 1 ml de PBS. Apres 10 min. de contact
a4 4°C, on transfére le mélange dans un autre tube
contenant du PBS 0,1 M, pH 7,2, Nal 10 mM pour arréter
la réaction. On lave ensuite trois fois les tachyzoites
en PBS 0,1 M, pH 7,2, NaI 100 mM. Les antigenes sont

ensuite extraits comme décrit précédemment (cf.1.2).

4.3. MARQUAGE D'UN FRAGMENT D'ADN (INSERT) PAR LE « 32P

Le systeme de marquége a4 partir d'amorces d'ADN
est utilisé (Amersham) . Des hexaméres d'ADN,
s'hybrident le long de 1la sonde dénaturée servant
d'amorce a la fraction Klenow de 1'ADN polymérase I en
présence des 4 nucléotides, dont le dCTP est marqué au
ad32p (3000 Ci/mmole). 25. ng  dA"ADN et ' 50 uci. = de
nucléotides radioactifs suffisent pour un temps de

réaction de 5 h & température ambiante. L'activité
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cifique du marquage obtenu aprés précipitation a

(D~

Sp
l'éthanol est d'environ 109 dpm/pg d'ADN. La sonde est
dénaturée dans 1/10 volume NaOH 3M, 5 min., neutralisée
avec 1/5 wvolume Tris-HCl pH 7.5 et 1/10 wolume 'HC1 3M

avant 1'hybridation.

4 .»4 . MARQUAGE D'UN OLIGONUCLEOTIDE PAR LE 71%2P

Cette méthode consiste a marquer au phosphore 32
l'extrémité 5% " 0OH de.  1'"ADN simple 'brin par transfert
d'un 1 ohosphate de 1'ATP (732 PATP)  par  la 'T4
Polynucléotide kinase. 15 pmol d'ADN, 15 pmol de T132ATP
(5000 Ci/mmol) et 99U de T4 Polynucléotide kinase sont
mis en contact dans le tampon Tris HCL pH 7,5 60 mnM,
MgClz 10 mM, DTT 5 mM dans un volume final de 20 pl. Le
mélange est placé a 37°C pendant 30 min. L'enzyme est
ensuite inactivé a 65°C pendant 10 min.

1 yl de matériel marqué est repris dans le tampon

échantillon (cf.9.9.,A) et l'efficacité du marquage est

(D~

vérifi

(]

e sur gel d polvacrvlamide—-SDS a 20 %
(ef.5.1:1) dans le tampon TBE “(ecf.5.1.3)  suiywi. paxr
autoradiographie pendant 15 min. & température ambiante

sans écrans.
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5. TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES ET D'HYBRIDATION SUR

MEMBRANE

POLYACRYLAMIDE

21
e

ELECTROPHORESE EN GEL D

(01}
2

5.1.1. Electrophorese monodimensionnelle

La séparation des protéines ast effectuée selon la
méthode de tampons discontinus de LARMNLI (1970) dans un

ou 8 % contenant

o

gel homogene de polyacrylamide 13
Q.1 % Jde §BS dans du tampon Tris—-HCIL €,375 M a pH 8,8.
Les dimensions du gel sont de 14 x 16 cm et 0,75 nm
d'épaisseur. Le “gel ' de concentration & 5 % de
polyacrylamide dans du tampon Tris-HCl 125 mM & pH 6,8
contient 0,1 % de SDS. Chague échantillon est
solubilisé ' dans 30 pl de tampon Tris-HC1 62,5 mM
pH 6,8, SDS 3 %, glycérol 10 %, B—mercaptoéthanocl 2,5 %
(V/V), bleu de bromophenol 1 %. Le PB-mercaptoéthanol

est utilisé comme agent réducteur des ponts disulfures.

La migration dure de 16 a 18 h a 7 mA dans le

4

-

tampon Tris glycine pE 3,3 contemnant du sBsS a 0,1 %.

5.1.2. Electrophorése bidimensionnelle

L'électrophorese .bidimensionnelle est effectuée
Sflon la méthode de GMRILLS (1979). La focalisation
iscélectrique est réalisée dans des tubes capillaires
de diameétre 1,3 mm dans un gradient d'ampholines pH 3-
10 (LKB). Les molécules sont séparées pour la 2eéme

dimension dans un gel de polyacrylamide 13 %
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(e S 8 s Dans cette technique, le gel de
concentration est supprimé car 1l n'est pas utile,
conmpte—tenu du faible diametre des gels de premiere

dimension.

3
9]

=4

AD?

joN

.1.3. Electrophorese des chaines

ul

L'électrophoreése des chaines d'ADN pour le
séquencage d'un clone selon la méthode de terminaison
des chalnes (cf.9.9) est effectuée sur un gel homogéne
de polvacrylamide 6 %, urée 50 %, dans le tampon T.B.E.
(TRIS—-BASE 89 mM, Acide Borigue, B89 mM, EDTA 2,5 mM,
B B30

Dans cette technique, les chaines d'ADN
monocaténaire dénaturées migrent en fonction de 1leur
taille.

Les dimensions du gel sont de 40 x 33 cm et 0,4 mm
d'épaisseur et 1'électrophorese est effectuée a 1.5OQ—
1900 VvV, 30-45 mA et 60 W pendant 4 h, dans le systeme
BRL modele S2.

Dans le systéme Applied Biosystem 370A, les
dimensions du gel sont de 30 x 40 cm et 0,6 mm
d'épaisseur et l'électrophoraese est effectuée a 2000 V,

25 mA et2l1 W pendant 14 h.

5.2. IMMUNOELECTROTRANSFERT

Les composants d'un extrait—-détergent sont
séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide-

SDs. Elles sont, ensuite, transférées



électrophorétiquement suivant la méthode décrite par
TOWSIN et al. (1979) sur une membrane de nitrocellulose
(L4 %186 cm) . deux feuilles de papier Whatman 3M
{34 x.18 em) .ainsd que la feuille de '‘nitrocellulose
sont immergées quelques minutes dans le tampon de
transfert (Tris 20 mM, glycine 150 mM et méthanol
20 %). Le gel est placé sur une feuille de papier
Whatman 3M et mis en contact direct avec la feuille de
nitrocellulose recouverte de la deuxieme feuille de

papier Whatman 3M. Le tout est placé dans un support

plastigque. L'ensenmble est mis dans 1'appareil de
transfert de maniére a ce que la membrane de
nitroccellulose soit wvers 1'électrode positive. Le

Y

transfert est réalisé pendant 3 h a 60 ¥V et 0,2 4 &
49e .

La membrane de nitrocellulose est découpée en
plusieurs bandes ; les bandes contenant les marqueurs
de poids moléculaires témoins précolorés sont
conservées a part. Pour éviter les phénomenes
d'adsorption non spécifique, les membranes sont
saturées pendant 1 h en PBS 0,01 M, pH 7,4 contenant
5 % de lait écrémé (Gloria). Les bandes sont ensuitg
incubées avec les différents sérums dilués, pendant 2 h
A 20°C ou une nuit & 4°C, puis lavées 4 fois pendant
10 min. en PBS, 0,01 M, Tween 20 0,05 % (PBS-Tween).

Pour révéler les antigénes reconnus par des anticorps

spécifiques, les bandes de nitrocellulose sont incubées
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pendant 10 a 20°C en présence de 1'antisérum
spécifique marqué a la peroxydase (Institut Pasteur
Productions) . Apres 4 lavages en PBS-Tween, les bandes
sont révélées en quelques minutes par la solution
contenant le substrat enzymatique, 60 mg de 4-chloro-1-
naphtol dans 20 ml de méthanol £froid et 80 ml de PBS
G, 01 M oHIT7,4, 100 @l d'HalOzl'a 30" %.

Lors des réactions positives, apparaissent des
bandes de couleur violet correspondant a 1l'antigene
reconnu. Les membranes de nitrocellulose sont rincéss a

l'eau distillée et photographiées.

5.3. DOT IMMUNOCASSAY

C'est une méthode plus rapide d'analyse d'un
complexe antigénique.

Les échantillons <contenant les antigénes sont
déposés directement sur une membrane de nitrocellulose
a l'aide d'une pipette.

Apres séchage, les membranes sont saturées,

incubées avec les différents sérums et révélées comme

en B2

5.4. DOT-BLOT D'ACIDES NUCLEIQUES

C'est une méthode rapide d'analyse qualitative

et/ou quantitative de 1'ADN ou de 1'ARN.
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Les échantillons d'ADN ou d'ARN, sont déposés
directement sur une membrane de nitrocellulose a 1l'aide
d'une pipette et ansuite dénaturés.

Aprés séchage, les membranes sont portées a 80°C
pendant 2 h et sont traitées comme en 5.5.2. pour les
doEk=-blot d'ARN, ‘et comme =& 5.5.3, peur les dot-blot

d'ADN.

5.5. ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE

5.5.1. Isolement de fragments d4d'ADN

La concentration du gel d'agarose varie de 0,6 a
2. %. selon la taille du fragment d4d'ADN a iscler. L
est mélangé avec !/s du volume de tampon échantillon
(bleu de bromophénol 0,05 %, sucrose 50 %, phosphate de
sodium 10 mM & pH 6,5), déposé sur le gel contenant du
Bromure d'Ethidium (Br Et) (c¢cf.7.3) et 1l'électrophoreése
est effectuée dans du tampon Tris 4 mM, acétate de
Sodium 2 ‘mM, "EDTA 0.2 ' mM, pH 7,9, entre 100 N eti 20V

pendant 1 °h & '16 1.

5.5.2. Electrophorése de transfert d'ARN (Northern

blot)

La technigue utilisée est celle décrite par TEHAS
(1980) : 10 pg d'ARN total de tachyzoite ont été
dénaturés en présence de glvoxal et 50 %¥ de DMSO dans
les conditions suivantes : 5 ul de solution d'ARN total

2

sont incubés 1 h a 50°C en présence de 4 ul de glyoxal
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désionisé (par passage sur résine AG 501-X8 D de Bio-
rad) ; de 3 pl d'une solution de phosphate de sodium
10 mM et de 12 pul de DMSO. Les échantillons sont
refroidis dans 1la glace, puis 5k de tampon
d'échantillon sont ajoutés. Les ARNs de chaque
échantillon sont séparés par électrophorése sur gel
d'agarose 1 % & 50 V pendant 4 4 5 h. Le tampon utilisé
pour la migration est du phosphate de sodium 10 mM a
pH 6,5. L'électrophorése étant terminée, 1'ARN est
transféré sur membrane de nitrocellulose pendant 16 h
selon la méthode de SOUMERY (1975). Ce transfert est
réalisé en tampon SSC x 20 (ssCc x 1 NacCl 0,45 M,
citrate de trisodium - 0,015 M). La membrane de
nitrocellulose est rincée dans du SSC x 2, séchée et
portée a 80°C pendant 2 h.

Durant cette étape, la plupart du glyoxal est
déplacée. La membrane ainsi traitée est préte pour les
étapes de préhybridation et d'hybridation. Le tampon dé
préhybridation comprend : 50 % de formamide, du SSCx5 ;
du phosphate de sodium 50 mM a pH 6,5 ; 12 ug/ml d4d'ADN
de sperme de hareng et de la solution de
Denhardt's ¥ 10 (sérumalbumine bovine 0,2 %, ficodl
0,2 %, polyvinylpvrrolidone 0,2 %). La membrane de
nitrocellulose est incubée en présence de ce tampon,

3 h & 42°C dans un sachet plastique.
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Lors de 1l'hybridation, on utilise le méme tampon
auquel la sonde radioactive dénaturée 2 min. & 100°cC
est ajoutée. La durée d'hybridation est de 24 h a 42°C.

Apres ces étapes, des 1lavages (20 min. a 60°C)
sont nécessaires’ afin d'éliminer les réactions
d'hvbridation nen spécifique. Durant ces lavages, 1la
concentration en sels est progressivement abaissée.

* 3 lavages dans du SSCx2 et du SDS 0,1 %

* 2 lavages dans du SSCx1 et du SDS 0,1 %

*. 2 lavages dans du SSCx0,2 et du SDS 0,1 %

La membrane encore humide, entourée d'un £film
plastique, &est exposé & =70°C en autoradiographie
&
(cf£.6).

5.5.3. Electrophorese de transfert 4d'ADN

(Southern Blot)

-

Les fragments de restriction, obtenus apres
digestion de 1'ADN par des endonucléases, sont séparés

eleon lsur taille par électrophorése sur gel d'agarose

n
(1]

selon B5.3.1.

Apres 1l'électrophorese, le gel est immergée durant
60 min. dans un tampon de dénaturation (NaOH 0,2 M,
NaCl 0,6 M). Le gel est ensuite immergé pendant 45 min.
dans un tampon de neutralisation (Tris HC1 1M pH 7,4,
NacCl 0,6 M) Une membrane de nitrocelluoéé,
préalablement trempée dans du SSC 20 x est ensuite
déposée sur gel. L'ADN est transféré sur cette membrane

pendant 16 h, selon la méthode de SOITEERN (1975). Les

145




9%71

juepuad JuUBWaATISSSDONS odusxy ase 13b ar *(TI86T)
12SINOW  ®p  Bpoy3lpw el UOTSS I0T0> 3se T8b @1

LNEDYY , d

ZLVILIN NV ZHAIWYTA¥YDVATO4 Hd STED SFA NOILVIOTOD "T°L

STHD SHA NOILVIOTOD "L

‘Do0/- ® sanol g ® un,p 8riea uorzIrsoedxs,p

x

sdwey 27 ° (sanowsN 2p 3juodn@g) sansledIOJUSI SUBIDS XNap

8I3us (0D ‘¥epo) uBW3ISEH) MNVAOM GYV IVWO-X SWITI s8p

IANs sesodRe quUos =11

42

OBOTIpPpEI SUOTTT3IUEBYUDZ2 SsS8p JUBUS]3UOD

8@SOTNTISO0JI3TU @ep ssurIqWaw no sTab ssT snog

HIHAVIOOIAVIOLNY "9

(93D aTydeaboIpRIOINE U2 D0~
e 99sodxs 3se ’‘snbIjiseTld WITJ un ,p S2Inojus ‘spTwny

sJxoous ‘suUBIqWSW ®©B "I‘Q X DSS SP UOTIINTOS =2Un Daa®

o

JeGg. B SSgAR QUOS SsuURPaquUsll S8y ‘UOIJEPIIGAU ssad
‘Qe0OT (B ULW 0T Sp UOIIRGNOUT BUn Jed JuswsTgeIReId
sganjeusp ‘dz gl ne asnbaeuw spuos BT 18 busaey
83p @auwIsds 8p NAY.,P Twu/Brd 2‘T ‘nNSIIIW 85 ep WNWIUTW
SunyoA Un JUBU23UOD sgpnos snbilse]d us soeS S8p
Ssuep Y g9 ® Y g uepuad D59 B S88DETd 2UOS ssuUBRIqQUSU
8T ‘(% T'0' IT02Td ‘% 1'0 ©QUOPTIOIAdTAUTAATOd ‘& T°0

SUTAO SUTWN rUNnIss e T ) uorTlepITIgA NaTTTW
: . 7 =z 2 ) . : ' v ks

o}

8T Suep ‘DeG9 B Y p °p ucIzBpragAysad asun ssady

~ Y

)
«

Yy g juepuad D,08 B S83310d 38 sS83YUD9S

‘T X DSS °ep UOTI3INTOS 8uUn SUBP S89DUTI 3JUOS SaURIQUIU



(i

*juswWaINSTISJUE
1TIDgp suwmwo> IYoss no srydeabojoyd sjyInsus 3ss 1s8b 87
‘ToueBylpW Sp % OZ 32 ‘enbIigde SPIOEB,P § 8§ Sp UOCIINIOS
8uUn sSuUEp S1TBI 3IS8 UOT3IBICTODSP ®©T -enbrisoe 8pIde,p
% 8 ‘Toueyjzzw 8P % 0S5 ' (}¥DISBW) 0GZ-¥ STSSBWOOD Sp NnsIq
8P % P0’0 ® UOT3INIOS sun suep §IO[od 3s8 Tab a7

ZISSYHOOD

0 NOILLYI0QIOD "¢ L

83]
P
)
83
w1
m
o
1,
[x]
0
-
b3
=
-1
D
v
3,
leH
D4
et
(@)
[T
fxl
mn
73]
-
fx
L
1]
83

‘2pTA sncs uoTjeaxodeas aed syoss 38 sTydeabojoyd

‘® €00 wWnTpog  8p SgRUOGIED 8P . UOIINTOS - SUN | sSUEp
PAI8SUOD 3S8 ©SPSTITEIJUTWSP nNes, T B 8AT TI8b 87

‘BT 0T quepuea W €’z enbTa31d splIde,p UCI3NIOS =un

Suep 938IIB IS8 UOIJBRIOICD EI 8p 3uswaddol=aasp =7

<«

"% 8T10°'0 ®PAYSPIEBWIOZ NP JUBUS]3UOD

% € WNTpOS 3p S3BUOGIED 8P UOTINTOS sun suep ssddoT=24a39p
358 UOT3BIOTOD BT ‘29STTRIBUTWSP nes, T sp SUep
ebeduta sgady -urw (g 3Juepuad g T‘Q0 2Jusbay,p 93BIIIN
8p uoT3InIos sun suep gdwsxl s3TNsSuUs 3se8 [e9b 87 "urTwW Q¢
juepusd Tu/HBr g ®© LI SP UCIINIOS aun suep ss3Iinpsa
juos saur230ad se7 Yy 9T 3Juepusd 29STIBI3UTIWSP nNed, T
ep suep souUlx 3se (26 81 ‘saInsud g 0T °pAUIpTERIRINID
€ Jnejexid - % L °nbT3iedy SPISY, ‘% ¢ IoueyaIsN
1z Jane3exXTd ¢ % 0T °onbTigdoy SPIODY ‘% 0§ TOUBRYIIN

‘1T JIne3jexXTJ : SS3UBAINS SUOTIJINTOS S8BT SuUBp -“UTW Qf



7.3. COLORATION DES GELS D'AGAROSE AU BROMURE

D'ETHIDIUM (BrEt)

P

Le gel est coloré solt apreés immersicn dans une
solution a4 0,5 pg/ml de BrEt, soit par incorporation de

la méme quantité de BrEt directement a 1l'agarose chaude

avant la gélificatiocn.

8. TECHENIQUES IMMUNOLOGIQUES

8.1. PREPARATION DES SERUMS D'ANIMAUX

8.1 . Sérim. anti-T. gondiil

z

Le sérum de lapin hvperimmun est produit par
immunisation avec un homogénat de tachyzcoites par la
méthode de VAITIIAITIS et al. (1971).

8.1.2. Sérum anti-P30

L'immunisation de lapins avec 150 pg de 1l'antigéne
P30, purifié soit par immunoadsorption, soit par HPLC,
est réalisée sélon la technique de VAITURAITIS et al.
(1971) . Une injection de rappel de 30 ug est effectuée
un mois plus tard par voie intramusculaire.

8.1.3. Sérum anti-protéine de fusion

Des sérums dirigés contre la protéine de fusiocn
sont obtenus en injectant par voie sous—-cutanée les
lysats bactériens induits par les phages lysogénes, a

4 ; :
des lapins en présence d'adjuvant complet de Freund.

Des rappels sont réalisés toutes les deux semaines avec

le méme matériel par voie intramusculaire.
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8.1.4. Sérum anti-peptide

Les sérums de lapin et de souris anti-peptide sont
obtenus en injectant (comme décrit cf.8.1.3.), 50 ug de
peptide svnthétisé correspondant a la séquence C-

terminale du clone (cf.2).

8.2. PREPARATION D'ANTICORPS MONOCLCNAUX ANTI-P30

Des hvbridomes sécrétant des anticorps monoclonaux
anti-P30 ont été produits chez 1la souris dans notre
laboratoire par ROIRIGUEZ (1984). Parmi ces hybridomes,
nous - avens  utilisé le' ¢lone G5-54- produisant. un

anticorps monoclonal d'isotype IgG2b.

8.3. SERUMS HUMAINS

Les sérums humains utilisés pour réaliser nos
expériences proviennent du Laboratoire Saint-Camille, a
Lille. Il s'agit de sérums de phase aigué, subaigué,

chronigue et sains.

8.4. REACTION D'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (IFTI)

Des toxcplasmes préalablement séchés sur lames et
conservés par congelation & -20°C sont fixés dans
l'acétone a ~-20°C pendant 10 min. Apres incubation avec
des sérums dilués pendant 30 min. a 37°C, ces lames
sont rincées en PBS et de nouveau incubées_BO min. a
37°C avec une solution contenant 1'antisérum spécifique

marqué 3a la fluorescéine (Institut Pasteur Production)
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et du Bleu-Evans au 1/10.000e. Apres un lavage de 10
min. & 1l'obscurité par du PBS, les lames sont observées
au microscope a fluorescence. Les photographies sont

prises sur film Kodak Ektachrome 400.

8§.5. IMMUNOPRECIPITATION

8.5.1. Formation d'immuncomplexes

Les immuncomplexes sont obtenus, apres une

incubation d'une nuit & 4°C des protéines solubilisées
de chacun des antigenes marqués (environ 106.000 cpm)
auxquels est additionné l'anticorps a étudier dans 1 ml
de tampon d'adsorption (TNTE + 0,3 % SDS) (cf.1.2).

Les différents témoins de la réaction sont traités
dans les mémes conditions.

8.5.2. Isolement des immuncomplexes

Le principe de cette réaction est basé sur la
propriété de la protéine A de se lier d'une fagon
spécifique et réversible & 1la partie constante des
immunoglobulines (RRONWALL et &l1., 1970).

Les immuncomplexes sont mélangés avec 10 mg (poids
sec) de protéine A sépharose CL-HB, (Pharmacia) incubée
préalablement avec 10 pl d'antisérum spécifique des
immunoglobulines de souris (Nordic). Aprés 3 h de
contact a 4°C sous agitation rotative, la suspension

est centrifugée 10 min. a 200 g et le culot est lavé a
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plusieurs reprises avec 1 ml de tampon d'adsorption,
jusqu'a ce que le surnageant solt dépourvu de
radiocactivité.

L'élution des immuncomplexes est effectuée par
traitement du gel avec 40 ul de tampon d'échantillon
{Tris—-HC]l pH 6,8 62,5 mM, SDS 3 %, sucrose 10 %, Bleu
de Bromophénol 0,005 %) et par chauffage pendant 3 min.
a-1LegeCc, Upe céntrifugation de 5 min. a 200 g permet de
récupérer le surnageant qui est ensuite analyéé en

électrophorése en gel de polvacryvlamide-sSDS (cf.5.1.1,

- e g

9. TECHNIQUES GENETIQUES

9.1. CULTURE DES PHAGES

Les cellules bactériennes (Y1089 ou Y1090) sont
cultivées dans du milieu LB + 75 pg/ml d'ampicilline

jusqu'a ce que la Ddsoo soit égale & 0,7. Apres une

=

centrifugation, les cellules sont reprises dans 1/3 de
volume de MgSGs« " 10 mM et dncubées 1 b & 37°C. Les
cellules Y1090 et les phages dans un rapport
phage/bactérie de 10/1 sont mis en contact 20 min a
température ambiante. Mélangées a 3 ml d'agarose molle
({milieu LB + 0,8 % agarose + MgClz 10 mM) la solution
phagique est étalée sur des boites contenant le milieu

LB—agar (milieu LB + 4,5 % bacto-agar). Les boites sont

incubées 16 h a 37°C.

151



9.2. PREPARATION DE LA BANQUE DE ¢DNA A PARTIR DE

L'ARNm DE TACHYZOITES

La synthése du c¢DNA est réalisée a partir d'un
"kit" fabrigué par Amersham selon la méthode de GUili} et
HOFPYANY (1983) . Le premier brin d’'ADN complémentaire est
synthétisé par l'action de la transcriptase réverse de
AMV. L'ADN, rendu double brin par 1l'action conjointe de
la RNAse H et de 1'ADN polvmérase I, est ensuite traité
a la Ta DNA polymérase pour rendre ses extrémités
franches. Apreés méthvlation var 1'enzyme EcoRI
méthyvlase, on ajoute des "linkers" EcoRI aux extrémités
des cDNAs par l'action de la T4 DNA ligase. Les cDNAs
sont ensuite digérés par 1l'enzvme EcoRI et sont
purifiés par chromatographie sur une colonne AcA 34
Ultrogel (0,2 x 30 cm) selon la méthode de WAISON et
JACISON (1985). On insére ensuite les cDNAs (500 a 7000
paires de bases) dans le site EcoRI du phage lambda
gty (YCU¥¢ and DiVIS, 1983). Apres ligation, les phages
recombinants sont empaquetés 1in vitro. Une banque de

3 x 108 phages est ainsi constituée.

9.2.1. Criblage de la banque et sélection des

candidats "P30"

Selon' la méthode décrite par HUIWME et al. (1985),
un échantillon de la bangque en lambda gtll est inoculé
sur la souche E. coli Y1090 a une dilution représentant

104 phages paribéite de 90 cm de diametre.
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Les phages sont cultivés comme en 9.1. Les boites
sont incubées a 42°C pendant 3 h-4 h, ensuite des
membranes de nitrocellulose saturée en Isopropylthio-B-
galactoside (IPTG) 10 mM sont déposées sur les boites
de culture. Les boites recouvertes par les membranes
sont incubées de nouveau & 37°C pendant 3 h. Les
protéines synthétisées sont adsorbées sur cette
membrane et sont ensuite incubées en présence
d'anticorps de lapin anti-P30. Les anticorps fixés sont
détectés par un second anticorps anti-IgG de lapin
margqué a la péroxydase ; ce complexe est ensuite révélé
par une coloration avec 1le 4-chloro-l-naphthecl, en
présence de H202. Cette détection permet d'identifier
les phages recombinants dont 1'insertion de cDNA dirige
la syntheése d'une protéine ou fraction de protéine
portant les épitopes reconnus par les anticorps énti—

P30,

9.3. PREPARATION DES LYSOGENES

(HUINE et al., 1985)

Les cellules E. coli Y1089 sont cultivées dans du
milieu LB + 75 pg/ml ampicilline Jjusqu'a ce que la
DOsoo soit égale a 0,7. Apres une centrifugation, les
cellules sont reprises dans 1/3 de volume de MgSO«
10 mM et incubées 1 h & 37°C. Les cellules Y1089 et les
phages recombinants dans un rapport phage/bactérie

de 10/1 sont mis en contact 20 min. & température
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ambiante. 3 ml d'agarose molle sont ajoutés et 108
cellules sont ensuite étalées sur boite. Les colonies

obtenues sont repiquées en double, une boite é&tant

ks

incubée a 32°C, l'autre a 42°C. Les clones lysogeénes se
développent a 32°C mais non a 42°C (avec une frégquence
de’ 1 ooy '10) .

Une colonie lysogeéne est mise en culture dans 5 ml
de milieu LB en présence d'ampicilline jusqu'a
obtention d'une DOsoo de 0,5-0,7. La température est
alors élevée & 42°C pendant 20 min. Lorsgue 1'IPTG
10 mM est additionné, la culture est alors incubée 1 h
a .37°C. Apres centrifugation a 3.000 ¢ pendant 10 min.
a 4°C, le culot est repris par 0,1 ml de tampon de lyse
(Tris 10 mM & pH 7,4 ; SDS 0.1 %, Déoxyribonucléase a
100 ng/ml et du lysozyme a 200 ng/ml). On laisse 30
min. su£ la glace, puis on ajoute le PMSF (Phényl

méthyl sulfonyl fluoride) 1 mM. On congele le lysat a -

200€

9.4. TIDENTIFICATION DE LA PROTEINE DE FUSION PRODUITE

PAR LES PHAGES RECOMBINANTS

Les constituants du lysat bactérien des lysogenes
induits est séparé sur gel de polyacrylamide 8 % en |
utilisant le systéeme de tampon discontinu de  LAENNLI
(19900 tef . 'Bi1rE).

Les protéines séparées peuvent &tre visualisées au

bleu de Coomassie (cf. 7.2).
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Ces ©protéines sont aussi transférées et la
protéine de fusion est visualisée sur membrane de
nitrocellulose par la technigue d'immunoélectro-

transfert (cf  5.2) (IO et al., 31S79).

9.5. PREPARATION DE LA BANQUE GENOMIQUE DE TACHYZOITES

Une fraction de la digestion de 1'ADN de T. gondii
par ZcoRI contenue entre 1000 et 2000 paires de base
est insérée dans le site EcoRI du phage lambda gtlO0
(YoU§¢ and DAVIS, 1983). 1 ug 4d'ADN phagique, 200 ng d4d'ADN
de! T, ‘gopdii et 17y’ de T4 BNA ligsse  sSornt diis. en
contact pendant 16 h a 16°C dans le tampon de ligation.
Apres ligation, les phages recombinants sont empaquetés

in - vitra, Une banque de 107 phages est ainsi

constituée.

9.5.1. Criblage de la bangque génomique avec une

sonde spécifigque

-

LT

0

Pour détecter 1les plages de lyse possédant

8}

phages avec 1l'insert spécifique du géne recherché, ur
échantillon de la bangque génomigque est inoculé sur 1la
souche C600 Hf1l a une dilution représentant 104 phages
‘lambda gt 10 par boite de 90 cm de diametre.

Les phages sont cultivés— comme en 9.1. Apres
incubation, les boites sont recouvertes de membranes de
nitrocellulose, pendant quelques secondes. Les
membranes sont enlgyées des bolites et sont déposées
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successivement sur 1,5 ml de tampon (NaOH 0,2 M, NaCl
3M) - pendant 10 min., .sdr 1,5 mlde” tampon - (Tris " HCL
0,5 MipR 75, Natl 3M) pendapt 10 min: et sur 1.5 nl de
tampon SSC x 2 pendant 5 min.

Les membranes sont préséchées sur papier absorbant
pendant une heure a température ambiante puls portées a
goec pendant 2 h. Puis elles sént préhybridées et
hybridées comme en 5.5.3. et les lavages sont effectués
dans une solution de SSC x 2.

Les membranes encore humides, entourées d'un £film

A

plastique, sont exposées & -70°C en autoradiographie
Les plages de lyse contenant les phages
recombinants sur lesquels la sonde s'est hybridée sont

purifiées et 1'ADN phagique est extrait selon 9.6.

9.6. OBTENTION DE L'ADN PHAGIQUE

Les bactériophages recombinants sélectionnés sont
mis en présence de E. coli Y1090 20 min. a température
ambiante. Mélangée & de 1'agarose molle (milieu
LB + 0,8 % agarose) et du MgCl: (10 mM), la solution
phagique est étalée sur des boites LB-agar (milieu LB +
4,5 % Bacto-agér) en présence 'dfémpicilline. Apres
‘incubation des boites, 16 h.a 37°C, les bactériophages
sont élués pendant 3 h dans du milieu SM (NaCl 100 mM,
MgSOa 7 H20 8 mM, Tris 50 mM pH 7,5, Gélatine 0,01 %).

L'éluat est d'abord traité au chloroforme puis -a la
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ribonucléase et a la désoxyribonucléase (1 pg/ml) pour
éliminer les constituants bactériens. Les phages sont
ensuite précipités dans du PEG 10 % et NaCl 1,25 M
pendant 30 min. & 4°C. Aprés centrifugation a 10 000 g
pendant 10 min, le culot est repris dans 50 pl de SM et
une extraction au chloroforme ast alors réalisée. Pour
1 ml d'éluat 9. 75 g de CsCl est ajouté. Une
ultracentrifugation & 1l'équilibre en gradient de CsCl
est | effectuée pendant. 24 h  a  108.000 g, La bande
phagique est récupérée A& 1l'aide d'une seringue. Les
phages sont dialysés deux fois pendant 1 h dans 1 1 de
Tris-HC1 10 mM pH 7,4, MgCl: 10 mM, Nacl 50 mM. L'ADN
phagique est ensuite isolé par traitement avec EDTA
20 mM, SDS 0,5 %, protéinase K 50 ug/ml pendant 1 h a
65°C puis par extraction au phénol-chloroforme. L'ADN
est précipité avec 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M
pH 5,2 et 2,5 volumes d'éthanol a froid. Apres

-

centrifugation & 12.000 g, 30 min. & 4°C, le culot sst

lavé par de 1l'éthanol 70 %, séché et dissout dans de
1'eau.

Les inserts sont obtenus par digestion EcoRI de
1'ADN phagique et migration sur gel d'agarose a bas
point de fusion 1 %. L‘'électrophorése est réalisée en
tampon TBE (Tris-HC1l 0,089 M, acide borique 0,089 M,
EDTA 2 mM). L'ADN cloné est extrait de 1l'agarose par

passage de la bande de gel correspondante sur une

colonne NACS prépac (BRL) d'aprés THOPSON et al. (1983).
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9.7. SQOUS-CLONAGE ET AMPLIFICATION D'UN FRAGMENT D'ADN

(INSERT]. DANS LES PLASMIDES pUC 13 ET pU€ 19

9.7.1. Sous-clonage

Les plasmides pUC 13 ou pUC 19 sont linéarisés par
digestion en présence d'EccRI. Pour minimiser 1la
recircularisation du plasmide, 1'extrémité 5' phosphate
du plasmide est déplacée par 1la phosphatase alcaline
bactérienne. La réaction de ligation entre pUC 13 ou

pUC 19 et 1l'insert est effectuée en utilisant 1'ADN

+]

ligase du phage T4 (1 U) avec un rapport molaire
vecteur/insert de l'ordre de 1/10 dans un volume
réactif de 10 ul. Le temps de réaction est de 4 h a
température ambiante dans le tampon suivant : Tris
50 mM pH 7,8, ATP 1 mM, Dithiothréitol 20C nM, MgCl:
10 mM. La solution plasmidique est alors diluée 4 fois
avec de l'eau et utilisée pour la transformation de
E. coli dJ¥-107.

Les bactéries sont cultivées, sous agitation a
37°C, dans 30 mlI de milieu LB. Quand la culture atteint
une DOsso de 0,5, elle est centrifugée a 6.000 g
10 min., & 4°C. Les bactéries sont lavéss deux fois
dans 20 ml de CaClz 0,1 M. Le culot bactérien, repris
dans 20 ml de CaCl: 0,1 M est laissé 20 min. a 4°C,
puis centrifugé une derniere fois.

Les bactéries sont resuspendues dans 0,5 ml de

CaClz 0,1 M et réparties en aliquotes de 0,1 ml. Chagque
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aliguote est mise en contact avec 25 ul d'une solution
d'ADN transformant. Apres 20 min. dans la glace, cing
chocs . thermiqgues - (37°9C. = 4°C) 'sont effectués - ; 1la
suspension est conservée 15 min. & 4°C. 40 pl d'une
solution de 5-¢chloro-4d-bromo-3-indolivli-p-D-galacto-
pyranoside (X-gal) & 20 mg/ml (BRL) et 24 uyl 4'IPTG a
24 mg/ml (BRL) sont ajoutés a chacun des deux tubes
contenant 3,5 ml d'agarose molle (LB + 7 g/l d'agarose)
a 56°C. 10 uyl de bactéries compétentes sont 6K alors
ajoutés dans un tube et 110 pl dans 1'autre tube. A
chagque tube, sont additionnés 200 yl de milieu LB
contenant la JM 107 (DOsse 0,3). Le contenu des tubes

st mélangé et coulé uniformément sur une boite de

®

ge}

étri contenant du LB-agar. Aprés solidification du
milieu, les boites sont conservées 18 h a 37°C.

On repere les colonies blanches pour lesquelles
1'ADN cloné est inséré dans le plasmide. L'efficacité

de transformation est d'environ 10% colonies/uyg de

plasmide natif.

9.7.2. BAmplification et purification de 1'ADN

plasmidique

Les clones sélectionnés sont mis en suspension
dans 30 ml de milieu LB contenant 50 uyg/ml
d*ampicilline pendant 3 h & 37°C, sous agitation. 10 ml
de suspension sont ajoutés & 200 ml de milieu LB et
incubés a 37°C pendant 18 h, sous agitation. La

suspension est centrifugée 10 min. a 6.000 g, & 4°C et
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le 'culot -resuspendu daps 3,0-ml' de Tris—HCl 50 mM
pH 8,0, saccharose 25 %. Les bactéries sont conservées

a 4°C et 1,0 ml d'une solution de lyvsozyme a 10 mg/ml

e

0,2 M est

o

gst ajoutée,  Apres. 5 min., 1,0 ml d'EDT
additionné et les Dbactéries sont alors conservées
pendant une période égale dans la glace. 5 ml d'une
selution Tris=HCel = 50 . mM -pH 8.0, BBTA: 20 md,  Triton
0,01 % sont ajoutés et les débris cellulaires sont
sédimentés par centrifugation a 150.000 g pendant
45 min., & 4°C. 8,6 ml de surnageant sont ajoutés a
8,6 g de CsCl et 86 pl d'une solution a 5 mg/ml de
BrEt. Aprés une centrifugation de 300.000 g pendant
20 h, a 16°C la bande d'ADN plasmidique est récupérée,
le BrEt est éliminé par extraction a 1'isopropanol et
les plasmides sont dialysés contre du tampon TE (Tris-—
HC1 0,1 M pH 8, EDTA 50 mM). L'ADN plasmidique est

précipité dans 1'éthanol a -20°C puis dissout de

ncuveau dans du TE.

PHAGE M13

9.8.1. Obtention des vhages

10 yg de plasmide contenant 1l'insert sont coupés
par différents enzymes. Apres électrophorése sur gel
d'agaroée, des fragments d'ADN sont récupérés par
découpage de 1l'agarose et trois cycles de congélation

(=70°C) = décongélation {37 °C) sont effectués.
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L'agarose est filtré sur filtre "millex" (20 um) et
minicolonne "elutip" (SCHLEICHER et SCHUELL) , cette derniere
avant été préalablement équilibrée a l'aide de
tampons : haute " force ilonique (NaCl 1 M, Tris—HCI
20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) et basse force ionique (NacCl
200 mM, Tris-HCl1 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). L'ADN é&lué
dans le tampon & haute force ionique est précipité a
1'éthanol.

La forme réplicative de 1'ADN des bactériophages
M13 mpl8 et M1i3 mpl9, coupée par les mémes enzymes, est
précipitée & 1'éthanol avec les fragments précédemment

shtenue,. L'ADN est  centrifuge: 30 min.-'a %2000 g, a

4°C, séché et resuspendu dans 40 pl d'eau. Une dialyse

de 200 min.. est effectuée sur membrane Millipore
(20 pum) ; ensuite sont ajoutés 4 pyl de tampon ligase
X10 {(Tris—HCL 0.5 M, pH. T 4 MgCl: G, 1 M,

dithiothreitel 0,4 M, spermidine 10 mM, ATP 10 mM,
BSA 1 mg/ml) et 1 U d4d'ADN Ligase du bactériophage T4.
LYADN est conserve a 18°C pendant 18 h ‘et ‘gerwvira par
la suite a la transformation de la souche bactérienne
E. coli JdM107 (cf. 9.6.1.). On sélectionne les plages
de lyse incolores.

9.8.2. Sélection et amplification des phages

Les plages transparentes sont prélevées et mises
en suspension dans 1,0 ml de tampon SM (NaCl 10 mM,

MgSOs« 8 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7,0, gélatine 0,1 g/1).
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2 ml de milieu LB contenant les bactéries JM 107 (DOsso

Q5.3 sont ajoutés, et la suspension est mise en

1]

agitation 4 h & 379 . Cette ' suspension est nsuite
centrifugée 10 min. & 8.000 g, & 4°C et le surnageant
est récupéré et conservé a 4°C. 200 pl du surnageant
sont melanges a3 30 nl d*une solutien ' SDS 2%, EDTA
0,2 M, Bleu de bromophénol 0,2 %, glycérol 50 %. Apreés
agitation et  incubation a4 65°%C . pendant 10 min.,. . le
lysat est  déposé sur gel d'adgarose a 0,6 % et
l'électrophorese conduite en TBE a 30 V pendant 18 h.
Une vérification de la taille de 1'ADN simple brin est

2

M~

ainsi effectu

Le culot de bactéries est resuspendu dans 1,0 ml
de la solution suivante : sucrose 8 %, triton X100
0,5 % EDTA 10 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8,0, additionnée de
35 pul de lysozyme a 10 mg/l, puis les échantillons sont
mis a 100°C pendant 60 sec. Apres une centrifugation de
10 min. a 12.000 g, 1le surnageant est précipité a

rifugé 20 min. a 12.000 g et 'seéché.

cr

l'isopropanol, cen
Apres dissolution, 1'ADN est dialysé et analysé a
l'aide d'endonucléases de restriction (HOWES and QUIGLEY,
1981). On effectue ainsi la vérification de la présence
d'insert dans 1'ADN bactérien.

L'amplification- des phages sélectionnés est
obtenue par infection de la souche JM107 (DOsso O0,1)
avec le reste du surnageant conservé a 4°C dans 200 ml

de milieu LB et la culture est laissée 18 h & 37°C sous
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agitation. Les bactéries sont centrifugées a 6.000 g
10 min., & 4°C et 1'ADN simple brin contenu dans le
surnageant est précipité par du polyéthyleneglycol 6000
3 4 % et NaCl 0.5 M final . Aprés 1 h & 49C . - la salution
est centrifugée 30 min & 12.000 g & 4°C. Le culot est
resuspendu dans 100 pl de tampon TE, deux cycles
d'extraction au phénol—-chloroforme puis éther sont
effectués, suivis d'une précipitation a 1'éthanol
(EGGERDING and PIERCE, 1983).

9.9. DETERMINATION DE LA CARTE DE RESTRICTION DU

CLONE GENOMIQUE

L'ADN plasmidique contenant le clone génomique
purifié (cf. 9.7.2) est digéré par différentes enzymes

de restriction (AccI, AvaI, AspI, BamHI, EcoRI, EcoRV,

HincII, HindIITI, Kpnl, Pstl, Peul., Pvuli. Sacl, Sacll,

Sall,  sSmal, Sphi,  Sstl, Rball, Xhol). La carte . de

restriction est établie apreés 1l'analyse des fragments
de digestion, visualisés aux ultraviolets apres une
électrophorése sur gel d'agarose 1,2 % (cf. 5.5.1)

coloré au BrEt (cf. 7.3).

9.10. SEQUENCAGE DES FRAGMENTS D'ADN CLONES

Les fragments clonés sont séquencés par la méthode

de terminaison des chaines de MESSING et al. (1977) ;

SANGER et al. (1977).
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Deux procédés ont été employés
A) A partir d'un "kit" €fabriqué 'par Amersham, 1"ADN
cloné dans le phage M13 est mélangé avec la solution
d'hybridation - (Tris-HCL 120 mM pH 8.0, MgClsy 'S5 mM) et

une amorce ("primer”). Le mélange est placé 2 h a 55°C,

£S)

puis 20 uCi de a?2PdCTP sont additionnés. Le mélange
est réparti dans 4 tubes et la réaction est faite a la
teﬁpérature ambiante en présence d'un mélange de
désoxvnucléotides - didésoxynucléotides et 1'ADN
polvmérase de Klenow. A la fin de 1la réaction, 1'ADN

est repris dans 4 uyl de tampon échantillon (Xyleéne

35

cyanol. FF 0,1'g, bleu de bromovhénol 0,1 g. EBTA 500 nM
4 ml, Formamide déionisé 100 ml) puis dénaturé 2 min. a
90953 C BL l'électrophorese effectuée sur gel de
polyvacrylamide 6 %, urée 50 % dans le systeme BRL
Modele S2.

Aprés 1'électrophoreése, le gel est entouré d'un

film plastique et exposé a température ambiante en

autoradiographie (cf. 8).

BY k. partir du systeme Ségquenase ABI 370A
développé par Applied Bicsystems, 1'ADN cloné dans le
phage M13 est mélangé avec le tampon de polvmérisation
ATris-HCl, pH 7,5 10 mM, MgCl: 10 mM, NaCl 100 mM).
Cette solution est ensuite répartie en quatre tubes :
dans chacun on ajoute une amorce ("primer")
fluorescente spécifique aux différentes bases purigques
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ou pyvrimidiques. Le mélange est placé 6 min a 55°C. On
laisse ensuite refroidir 30-40 min. a température
ambiante puis la réaction est effectuée & 37°C pendant
5 min. en présence d'un mélange de désoxynucléotides-

didésoxynucléotides et 1'enzvme Séguenase (12,5 U/ul)

el

(Touzart-Matignon). A la f£in de la réaction, l'enzyme
est 1nactivée a 65°C pendant 10 min. Pendant ces
réactions, - les ¢ échantillons  scont & l'abri de 1=F
lumiere.

Le contenu des gquatre tubes est transféré en un
seul tube, 1'ADN synthétisé est précipité, 1le culot
obtenu apres centrifugation est lavé, séché et conservé
a —-20°C a l'abri de la lumiére.

Le matériel est repris dans le tampon échantillon
(EDTA 500 mM 4 ml, Formamide 100 ml) puis dénaturé 2
min. a 90°C, et 1l'électrophorése est effectuée sur gel
de polyacryvlamide 6 %, urée 50 % (cf. 5.1.3).

Le résultat est exprimé sous forme de graphique
dans un systeme informatisé (Vectra Hewlett-Packard) cu

pic représente un nucléotide terminateur de
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