
'r 

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE 4 ?? 

Ann ée  1988 

LILLE FLANDRES-ARTOIS 

No d'ordre : 276 

THESE DE DOCTORAT DE L'IJNWERSITE 

Diplôme présenté pour l'obtention du grade de 

DOCTEUR EN BIOCHIMIE 

Par 

Paola LEITE- CARDARELLI 

CLONAGE DE L'ANTIGENE MAJEUR DE SURFACE 

DE TOXOPLASMA GONDII, P30 

présentée le 16 novembre 1988 

devant la Commission d'Examen : 

MM. J. MONTREUIL: Président 

S. BALL, 

A. TARTAR : Rappor t eu r s  

A. CAPRON, 

R. PIERCE : Examina teurs  



L'ensenble dg ce travail a &té réalisé au C e n t r e  

à'Iznunoioyis et de Biologie Tarasitaire de IIInçticut 

Pasteur de Lille, Unité Mixte INSERM U 157 - CNRS 5 2 4  

(1, r u e  du Pr Calnette: 59019 Lille CéC!ex), sous la 

direction cie Mr le Professeur A n d r é  CAPRON. 



A mes enfants, Leonardo et Leandro, 

A ma mère, Mereide, 

A aon p é r ? :  Mario, "in mernorian" 



A José Paulo, mon époux; e n  téncignage 2e 

toute mon affection. 



Je tiens A remercier trPs sincèrement 

Monsieur le Professeur André CAPRON qui m'a accueillie 

d a ~ s  son Laboratolrs êt qui a dirigS ce travail avec 

compétence et sagesse, transfornant ainsi ces trois 

années de staçe I n  une ex2irience Inou5liaSIz. 



J'exprime toute ma reconnaissance à : 

Raymond PIERCE et Marie-Franco CESBRGN-DELAUW 

qui m'ont apporté la fornation scientifique sans 

laquelle ce travaii n'aurait pu voir le jour, 

Française DARCY.. Colette DISSOUS et Ferrucio 

SANTORO pour leur précieuse collaboration scientifique, 

Thérèse LEPRESLE et Philippe BOUTIN pour 

lsurs compitences techniqces et leur dlsgonibilit&, 

ainsi que leur sincère amitié tout au long de ce 

travail, 

Marie-Pierre FOURMAUX, Didier DESLEE, Marc 

LOYENS, Josette FONTAINE, Jacques TROLET, Anita CARON, 

Catherine CHAMPAGNE et Jacklyne DERICK pour leur 

collaboration amicale, 

Hubert CARON et Claude GODIN pour la 

production des tachyzoïtes de T, gondii, 

Nanou PKAM, Mahmoud E R  Eialeh CHARIF, 

Farrukh RIZVI et Odile D W A U X  pour tous nos échanges 

sympathiques, 

Claudine COLSON et Marie-France MASSARD pour 

la mise en page de ce manuscrit, et; Christian DROLEZ 

pour les illustrations. 



Ce travail a bénéficii de plusieurs 

collaborations. Je tiens A remercier plus 

particulièrement : 

Monsieur le Professeur André TARTAR, Hélène 

GRAS et Pierrette MAES pour la purification de 

i'antigène 030 par HPLC et pour ia synthèse du peptide 

et son couplage sur une protéine porteuse, 

Monsieur Patrick MARTIN pour l'aide dans le 

séquençsge du cicne géncmique dans le système hppliad, 

Mademoiselle Fabienne DENHEZ pour la 

synthèse de i'oligonucléotide, 

Monsieur Gérard TORPIEX pour la M i c r o s c ~ ~ l e  

Elsctronique, 

Madame Anne DECOSTER qui nous a aimablement 

fourni les sérums humains, 

Monsieur Dominique STEHELIN qui a mis 21 notre 

disposition le système informatique de son Service. 



U e  r s r n e r z i s  éça lêmen t  le  consel el ho Naciona l  

de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico do Brasil" 

( C N P q )  pour ses subsides. 



Que Messieurs Jean MONTRZUIL, Steven BALL, 

André TARTAR, André CAPRON et Raymond PIERCE soient 

assurPs de R I  sincèro reconnaissance pour avoir accepté 

de juger l'ensemble des travaux présentés dans ce 

Mérnoire. 



Le travail "Clonage et séquençage de la P 3 0  

de T. g o n d i i "  ICAPECS A .  ; PIERCE R .  2 .  , TARTXR A .  , LEITE P .  , 

L"323Eî:i-D;LA';'F M. F .  . t,l:tS P. , DXACï F. ) fait 1 ' objet d ' un 

arevet de propriété industrielle déposé en France le 24 

juin 1 9 8 8 ,  sous ie no 8 8 . 0 8 5 3 5 .  



Nos travaux, durant ces trois années, ont 

fait l'objet des publications suivantes : 

SABTORO F. , AWIAULT C . , LBITK P , , DARCY F . and ClPROA A. ( 1987 ) 

Infection du rat athymiqüe par Toxoplasma gondii. 

C.R.Acad.Sc.Paris, 11 : 2 9 7 .  

RIDKL P. x . , A W I ~ U L ~  c - , DECY 17 - , PIEXCE R . Z .  , NXYXIICX J . L. , msaIXnx 

J.P., LEITE P . ,  CAPROU A ,  (1988) Protective role of IgE in 

immunocompronized rat toxoplasmoçis. 2 .  Immunol. , 
141 : 978. 

RIDEL P - R .  , AU~IIAULT c - , DUCY F. , PIancx R ,  J, ,  LEI^ P. , NEY"KI~[CI 

J.L., KUS%IX%X J.P., CAPBOB A .  (1988) Protective role of I g Y  

in Immunocompromizeà rat toxoplaçnosis. Société 

Francaise d ' I~munoloçie and British Society for 

Immunology. Joint Meeting, Spring 1988, Paris, April 7-  

8-9, 1988- Abstract, p 44. 

RIDBL P .  R .  , AURIAULT C - , DAPCY F. , PIERCK R, J. , NKYRIICI J. L .  , KUSiiIBRZ 

J.P., LEEI P . ,  CAPEOZ A .  (1988) Toxoplasmosis in the rat : 

role of IgE in protection of Nu/Nu littermates. 

FASEB Journal, 2 : A453, 72nd Annual Meeting Las Vegas, 

Nevada, May 1-5, 1988. 

CXSBKOI-DELAUII M-P. , GUY B, , TOPPIKX G, , LEllZXI G- , CESBPQI J .Y. , 
PIBBCB R- J., FOüKHAUX M . P . ,  LEIfgP. , DARCY F,, LBCOQ J.P,, CAPBQI A .  

(1988) Holecular cioning and characterization of a 

major secreted antigen (P23) of Toxoplasma gond i l .  

Nature (soumis à publication), 



CESBROA-DELAW M.F. , Güï B. , PIEXCE R .  J. , TORPIIR G.  , LEEZEE G. , 

CXSBROH J. Y , POüKKAUX M.  P .  , LEITE P.  , DAXCY F. , LECOQ J. P .  , CAPROI A. 

Molecular characterization of major secreted inmunogen 

of Toxoplasrna g o n d i i .  Cold Spring Harbor Symposium. 

Modern Approaches ta New Vaccines Including Prevention 

of AIDS, September 14-18, 1988 (Abstract). 

CESBXOil-DELAUV M. F. , Güf B B. , PIEBCE R .  J. , TORPIEX G ,  , LEIZEK G. , 

CXSBXOE J . Y - , LXITX P . , DUCY F . , LXCOQ J . P . , CAPXOE A .  A s t r a t egy 

for cloning potential grotective antiçens of T. g o n d i i .  

Cold Spring Harbor Symposium Modern Approaches to New 

Vaccines Including Prevention of AIDS, September 1 4 - 1 8 ,  

1988. Vaccine 89 (soumis à publication). 

LEITX P .  , PIERCE R , J , , CSSBPOI-DSLAUP M. F . , BOUITl P .  , SllFZOBO F . , 
LEPXESLE T . ,  DHCT F., CAPBOI A, Molecular cloning of the major 

surface antigen of T. g o n d i i ,  P30. En préparation. 

DUCY F. , CHARIF H. , CAXOI H, , DESLEE D- , 'MBPIXX G.  , PIXBCE R. , 
CESBBOII-DELAU% M. F. , DECOSYEX A .  , LEITE P .  , RIDXL P .R- , ClPXOU A. 

Identification d' antigénes de Toxoplasma g o n d i i  

impliqués dans l'immunité concomitante dans la 

toxoplasmose. Réunion de la Société Française 

d'Inmunologie, Marseille, 1-2 décembre 1988 (Ustract). 



TABLE DES M A T I E R E S  

.................................... INTRODUCTION 20 

..................................... GENERALITES 2 3 

1 . LE TOXOPLASME ET LA TOXOPLASMOSE . . . . . . . . . . . . .  23 
1.1. Historique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  23 

1.2. Cycle évolutif ............................. 24 

A )  Chez l'hôte définitif . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 
B )  Chez les hôtes intermédiaires . . . . . . . . . . . .  27 

1.3. La Toxoplasmose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  29 
.................. A) La Toxoplasmose acquise 31 

3 )  La Toxoplasmoçe congénitale .............. 31 

Cl La Toxopiasmose des sujets imrnunodéprimés34 

1.4. Le traitement de la Toxoplasmose ........... 35 
............ 1.5. L'immunité dans la Toxoplasmose 37 

A )  Le rôle des anticorps .................... 37 
........ B )  L'immunité à médiation cellulaire 40 

2 . METHODES DE DIAGNOSTIC ....................... 42 
2.1 . Test d2 lyse de SAX9 et ?ILLË?.Y (Dye-Test) 4 4  

2.2. Immunofluorescence Indirecte IIFI) ......... 45 
.......................... 2.3. Test de Remington 45 

2.4 . Réaction de fixation du comglément ......... 46 
2.5. Réaction d'hénagglutination indirecte ...... 46 
2.6. Agglutination directe ...................... 46 

............. 2.7. Test immunoenzymatique (ELISA) 47 

2.8 . Test d'immunocapture ....................... 47 



2.9. ISAGA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  48 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2.10.Autres tests 4 9  

3 . LES ANTIGENES DES TACHYZOITES IMPLIQUES 
DANS L'IMMUNITE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  

3.1. Antigènes totaux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3.2. Antigènes de surfac2 30 

3.3. Antigones d'excrition-sécrétion . . . . . . . . . . . .  52 
4  . LA PROTEINE MAJEURE DE SURFACE DE 

............................... T . GONDII. P30 54 

5 . PROPRIETES DE L ' A R N  ET DE L'ADN DE T . GONDII 56 

BUT DU TRAVAIL .................................. 5 9  

....................................... RESULTATS 62 

1 . PREPARATION DES SûNDES ....................... 63 
1.1. Purification de la molécule 230 ............ 63 
1.2. Production d'anticorps monospécifiques ..... 6 5  

1.3. Biosynthèse de l'antigène P30 . . . . . . . . . . . . . .  6 5  

2 . CLONAGE D'UNE PORTION DE LA SEQUENCE 
CODANTE POUR L'ANTIGENE P30 ................. 7 4  

2.1. Obtention de 1'ARNm de tachyzoïtes 

et de ses produits de traduction ........... 7 4  

2.2.  Obtention du clone exprimant un (des) 

épitope(s) de l'antigène P30 ............... 7 5  

..... . 2.3 Expression de la protéine recombinante 7 8  

............. 2.4. Sous-clonage de l'insert P30.3 82 

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

..... et déduction de la séquence peptidique 8 5  

2.6. Synthèse d'un peptide contenant un (des) ' 

épitope(s) de l'antigène P30 ............... 8 9  

2.7. Hybridation avec l'ADN et 1'ARN 

de T . gondii ............................... 93 

3 . RECHERCHE DE LA COPIE DU GENE CODANT POUR 
L'ANTIGENE P30 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 5  



3.1. Détermination d'une fraction d'ADN 

génomique codant pour l'antigène P30 ....... 97 
3.2. Préparation d'une banque génomique 

de la fraction de 1000 à 2000 pb de 

1 'ADN de T . gondii dans le phage hgtl0 ..... 100 
3.3. Criblage de la banque génomique ............ 100 
3.4. Détermination de la carte de restriction . . .  101 

3.5. Sous-clonage des fragments de digestion .... 107 

3.6. Séquençage des fragments de digestion ...... 110 
DISCUSSION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  113 

CONCLUSION ...................... PERSPECTIVES 

APPENDICE 

. 1 PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE ........... 130 
1.1. Extraction des antigénes membranaires de 

tachyzoïtes ................................ 130 
1.2. Extraction des antigènes marqués 

de tachyzoïtes ............................. 130 

1.3. Purification de l'antigène P30 par 

chromatographie liquide de haute 

résolution (HPLC) .......................... 131 
1.4. Purification de l'antigène P30 par 

chromatographie d'immunoaffinité .......,,.. 131 

1.5. Obtention des ARN messagers de tachyzoïtes 132 

1.6. Obtention de I'ADN de tachyzoïtes .......... 133 

1.7 . Souches bactériennes . ..................... 134 ' 

1.8. Vecteurs de clonage ........................ 134 
. 

1.9. Enzymes de restriction ..................... 135 
2 . SYNTHESE DE PEPTIDES ......................... 135 

3 . SYNTHESE D'OLIGOMJCLEOTIDES .................. 136 
. .................*....* 4 TECHNIQUES DE MARQUAGE 137 

4.1. Marquage métabolique par la 3-5 méthionine 137 



4.2. Marquage des antigènes membranaires de 

tachyzoïtes par le 12aI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  138 
4.3. Marquage d'un fragment d'ADN (insert) 

par le a 3 2 P  ............................... 138 

4.4. Marquage d'un oiigonucl&otide p2.r ie T 3 2 L  139 

5 . TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES ET 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  D'HYBRIDATION SUR MEMBRANE 140 

5.1. Electrophorèse en gel de polyacrylamide .... 140 
5.1.1. Electrophorese monodimensionnelle ........ 140 

.......... 5.1.2. Electrophorèse bidimensionnelle i40 

. . . . . . . . .  5.1.3. Electrophorèse des chaînes d'ADN 141 

5.2. Immunoélectrotransfert . . . . . . . . . . . . . . . . . .  141 
5.3. Dot Iinmuncaçsay ............................. 143 

5.4. Dot Blot d'acides nucléiques ............... 143 
5.5. Electrophorèse en gel d'agarose ............ 144 

............. 5.5.1. Isolement de fragments d'ADN 144 

5.5.2. Electrophorèse de transfert d'ARN 

(Northern Blot) .......................... 144 

5.5.3. Electrophorèse de transfert d'ADN 

(Southern Blot) .......................... 146 
AUTORADIOGRAPHIE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

7 . COLORATION DES GELS .......................... 147 

7.1. Coloration des gels de polyacry1ami.de 

au nitrate d'argent ........................ 147 

7.2. Coloration des gels de polyacrylamide 

au blsu de Coomassie .............-.,....... 148 

7.3. Coloration des gels d'agarose au 

.................. Bromure dlEthidium (BrEt) 149 

.................... 8 . TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES 149 

8.1. Préparation des sérums d'animaux ........... 149 
..................... 8.1.1. Sérum anti-T . gondii 149 

. 



u' 
In 
4 

. 
b 

VI 
a, 
C 
.a, 
tri 
O 
rn 
si 
ri 

rn 
a, 
a 
c: 
O 
-4 
3 
(d 
k 
rd 
a 
.a, 
k 
Pi 

r3 

cn 

in 
in 
i-( 

rn 
c, 
c: 
rd 
C 
.d 
A 

O 
U 
a, 
k 

rn 
a, 
tri 
rd 
C 
a 
V) 
a, 
d 

k 
rd 
a 
al 
c, 
-ri 
3 a 
O 
k 
a 

k 
Ti , 
c, @ 

h l .  
r d .  
a -  
4 .  

C *  
-d . 
k *  
A -  

a , .  

a, 
c: 
7 

U 
a, 

$ 
a, 
3 
b' - rl 
O 
c: 
.a, 
bi 

a, 
7 
b' 
c: 
rd 
.4 

tu 
rl 

a, 
a 
a, 
tri 
rd 
rl 
Q . rl 
k 
U 

ri 

ln 

cn 



..................... 9.8.1. Obtention des phages 161 

.... 9.8.2. Sélection et amplification des phages 162 

9.9. Détermination de la carte de restriction 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  du clone génomique 164 

5.10.Séquençage des fragments d'ACN clonés . . . . . .  164 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  BIBLIOGRAPHIE 168 



INTRODUCTION 



La Toxoplasmose, due à Toxoplasma gondii, 

protozoaire cosmopolite fréquent, affecte l'nomme et 

12s anixaux domestiques. Entralnant une naladie bénigne 

chez l'enfant et l'adulte inmunocompétent, 2112 est 

rgdoutable chez le foetus et le nouveau-né en raison 

des atteintes caribrales et oculaires qu'elle entraîne. 

Plus ricemment, 1'intérSt pour ce parasite s'est encore 

accru car il est un gathogène opportuniste majeur 

causant une encéphalite fatale chez les sujets 

imrr,ur,odéprimés (receveurs de greffe ou patients 

atteints de S.I.D.A.). La toxoplasmose congénitale 

entraîne également des pertes importantes en 

agriculture, en particulier dans les &levages de porcs 

et de moutons (chez les moutons, 50 % des avortements 

spontanés sont causés par le toxoplasme). 

l Lss infections parasitaires, qui sont un des 

problèmes majeurs 6e Santé Publique, ont largement 

bénéficié des grogrès théoriques et technologiques. 

Dans les xaladies où les parasites effectuent une 

partie de lerir cycle dans les tissus, la mise en 

évidence des parasites est quelquefois délicate, voire 

souvent impossible. Ainsi, dans le cas de ToxopZasma 

gondii, pour accéder à une approche précise et fine des 



mécanismes immunitaires chez l'homme, il était 

absolument indispensable de disposer d'antigénes 

purifiés et bien caractérisés pour mettre en évidence 

des anticorps spécifiques. 



GENERALITES 



1. LE TOXOF'CASME ET LA TOXOPLASMOSE 

Toxoplâsrna gondii, Cu grec Toxon : arc (en raison 

ci2 la forne arquie du parssite): est un protozoaire 

intracellulaire, découvert par S?CL"ID?13 au Brisil, et 
3 

isolS quelques mois aprss 3 l'Institut Bastêur de Tunis 

par ?\Jit:LS et . (1908) A partir d'un rongeur 

ciassific=t-on 23 LaaIxi .-fi al. (1980) ; Toxoplasna gondii 

appartient à 1 ' embranchement des A-nicomplexa, à la 

ciasse des sporozoea: au sous-ordre des coccidia, à 

1 'ordre des Lnlricoccidiida, au sous-ordre des Eimeriina 

et à la famille des Toxoplasmidae. 

Ce protozoaire, dont l'hôte difinitif est le chat, 

parasite l'homme ainsi que d'autres mammifères et les 

oiseaux. 

WC:: 2~ al. (1939) di~ii-~7ert la greiisr cas de 

toxoglasmose humaine, 

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

SlSlH et FLZI4B (1948) nettent au point un test 

imriunologique pricoce, sensible et spécifique, l e  "Dye 

test", qui permet le diagnostic sérologique de cette 

parasitose. 



HUTCHIBSOA (1965) affirme que les toxoplasmes sont 

transmis par les oeufs d'un ascaris du chat (Toxocara 

Cependant, JICCYC (1967) note que les selles du chat 

nor, parasité par Toxocara cati peuvent être également 

infectieuses. 

WORK et HUTCHIFISOA (1969) découvrent dans les selles de 

chat infesté par T. gondii une forme kystique 

infectieuse pour la souris et résistante dans le milieu 

extérieur ; KXR et WEILANE (1969) kvoquent la ressemblance 

. de cette forme avec l'oocyste des coccidies. 

Les travâux de HUTCEIKlOll (1969), de LRFNKI! (19701, de 

HUTCHINSON et DUWACBIE ( 1970 , et de SHESSIYLD et MELTOh' ( 1970 ) 

apportent ensuite la confirmation que chez l'hôte 

intermédiaire la toxoplasmose est causée par un stade 

asexué du cycle d'une coccidie hétéroxène dont la 

reproduction sexuée se déroule chez les félidés. 

L'évolution de Toxoplasma gondii se fait en deux 

étapes : 

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

coccidienne ou sexuée, 

- chez les hôtes intermédiaires, il s'agit de la phase 

I asexuée. 



FI- 1 : CYCLE DE TOXQPLASMa GOXI311 (GûLVAM, 1983) 

A : Hbte d4finitif 
- B : Milieu extérieur 

C : H6tes intermédiaires 

I ; Schizogonie. 2 : Gamogonie. 2a : Microgamétocytes. 
Sb : Macroganétocytes. 3 : Oocystes. 4 : Sporocystes 
5 : Sporozoîtes. 6 : Tachyzoïtes. 7 : Kyste (bradyzoïtes) 



A - Chez l'hôte définitif (GOGVAN, 1 9 8 3 )  

Deux types de multiplication parasitaire sonr 

observés : la schizogonie (reproduction asexuée) et la 

gamogonie (reproduction sexuée). 

Une forme inf estante (bradyzoïte ou sporozol te) 

est introduite par voie orale puis pénètre dans 

l'épithiliün intestinal, au sommet des villosités 

iléales où il devient un schizontê. Plusieurs 

multiplications interviennent alors, assurant la 

dissémination du parasite dans le tube digestif 

(schizogonie!. Puis les mérozoftes Issus des schizcntes 

évoluent en gamétocytes , éléments sexués (gamogonie 1 : 

Les microgamétocytes, éléments mâles, qui subissent des 

divisions nucléaires aboutissant à la formation de 12 à 

32 microgamètes falciformes et qui sont mobiles grâce-à 

3 flagelles, dont un rudimentaire. 

Les macrogamétocytes, éléments femelles, ne se . 

divisent pas, demeurent SQUS la couche dè 

microvi11osités .de la cellule7hÔte .et deviennent des 

macrogamètes qui, après fécondation par les 

nicroganètes, donneront chacun naissance d un oocyste, 

Les ooc'i.stes sont rejetés dans le milieu ext6rieur 

oùils se sporulent pour former 2 sporocystes contenant 

chacun 4 sporozoïtes allongés qui constituent la 

principale source d'infestation pour les vertébrés 

supérieurs qui les ingèrent, mais également pour le 
- 



chat chez lequel va se reproduire le cycle décrit 

précédemment (DUBEY et al. 1970 ; FRENKEL, 1970 ; HUTCBINSON 

and DUNACHIE, 1971). 

La naturation de l'oocyste s'effectue à l'air 

libre et en prisence d'un degré d'humidité et 

d'oxygénation suffisamment important. Le chat enterrant 

ses excréments, l'achèvement de la sporogonie ne pourra 

se faire qu'avec la participation d'aoents extérieurs 

tels que les vers de terre. L'oocystr est très 

résistant dans la terre (où il survit un an) et peut 

assurer très facilement la contamination tellurique des 

nivers hôtes intermédiaires. 

B - Chez les hôtes intermédiaires 
La multiplication asexuée se déroule chez l'hôte 

intermédiaire vertibré supérieur. On assiste à deux 

phases : 

- La PHASE PROLIFERATIVE, avec transformation, 

surtout dans les cellcles dü système 

réticuloendothélial, des çporozoïtes et des bradyzoïtes 

en tachyzoïtes, également appelés trophozoïtes (FREBKEL, 

1971) : ce sont des corss en forme de croissaet de 5 à 

8 pm de long et 2 à 4 ym de large, avec un noyau 

dépourvu d'appareil locomoteur mais avec une extrémiti 

plus effilée, mobile, formant un rostre. Le rostre 

antérieur contient le conoïde auquel est associé un 

système 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 rôle dans la pénétration du 

parasite dans les cellules-hôtzs. Leur reproduction se 

c ,ait. -ai eriri,odyog2r,ise iC,2tu"?.A1! et al., 1958) et non par 

scissiparité simple. L'endodyogénèse (D1'3SP et al., 

1970) constitue un mode de division particulier par 

lequel deux cellules filles se forment a l'intérieur 

d'une cellule-xire. Le noyau de la cellule-nère s'&tire 

en fer à cheval et est recouvert: à chacune de ses 

extrémités en dômes, par la membrane de chaque cellule- 

fille. Quand les cellulas-fillês ont atteint le voluze 

de la cellule-mère, la membrane interne de ia cellule- 

more disparaît et sa membrane externe rejoint la future 

membrane interne de la cellule-fille. Puis. les 

tachyzoïtes néoformés se siparent et vont parasiter 
1 

d'autres cellules. 

- La PHASE D'ENKYSTEMENT : Les formes végétatives 

1 disparaissent de la circulation et le parasite va 
1 
l s'enkyster dans certains organes sous forme de 

l 
bradyzoïtes (stade résistant 2i multiplication 

ralentie) - 
Les kystes, de diamètre variant entre 15 et 

1 100 Pm, dont les plus gros peuvent contenir plusieurs 

milliers de bradyzoïtes sont principalement retrouvés 



dans le cerveau, le coeur et les muscles squelettiques 

( JACOBS et al. , 1960 ; RYYlNGTON and CAYANAUGA, 1965) . Leur 

longévit4 est sans doute igale à celle de l'hôte. 

Ainsi, grâce à la connaissance du cycle, les 

différentes modalités d'infestation ont été élucidées : 

- contamination par ingestion de viande mal cuite 

contenant des kystes de toxoplasmes, 

- contamination par l'intermédiaire de mains sales 

I ou par ingestion de salades, légumes ou fruits souillés 

par les oocystes provenant des excriments de chat, 

l - contamination par voie transplacentaire 

(toxoplasmose congénitale) dans le cas de 

primoinfection en cours de grossesse. 

1 Donc, la prévention de la toxoplasmose reposera 

l entre autres sur des règles hygiénodiétitiques 

précises. 

1.3. LA TOXOPLASMOSE 

Le tractus gastrointestinal semble être la voie 

principale de l'infection naturelle : le toxoplasme se 

niultiplie par voie intracellulaire au point 

d'infection, puis il garasite toutes les cellules 

adjacentes, excepté les globules rouges (SCdUPP et a1 - 
1978) - Les tachyzoïtes sont ensuite disséminés dans 

tout l'organisme par voie lymphatique et sanguine. 

Progressivement, au fur et à mesure que croîtra le taux 



des anticorps actifs contre les formes circulantes, 

cette parasitémie se réduira. 

Le sujet s'immunise et les formes végétatives sont 

lysi2s dès qu'elles sont libérées de leur cellule-hôte. 

e t ,  dans certains organes pauvres en anticorps 

(cerveau, oeil) , le parasite va se réfugier sous forme 

de bradyzoïtes à multiplication lente, présents dans 

des kystes. 

C'est la toxoplasmose chronique qui dure pendant 

des années. 11 n ' y  a plus de formes végétatives mais 

seulement des kystes particulièrement nombreux dans le 

système nerveux central et ses dipendances (rétine), 

ainsi que dans les muscles. Ces kystes sont 

remarquablement bien tolérés par les tissus de l'hôte. 

Tant qu'ils sont intacts, il ne se produit aucune 

manifestation pathologique mais dès qu'ils se rompent 

ou que leur coque devient perméable ceci entraîne des 

phénomènes inflammatoires locaux. C'est la pathogénie 

des toxoplasmoses chroniques Svolutives. 

Il existe trois formes cliniques distinctes : 

- la toxoplasmose acquise 

- ia toxoplasmose congénitale 

- la toxoplasmose des sujets immunodéprimés. 



A - La Toxoplasmose acquise 

Le plus souvent inapparente, la toxoplasmose 

acquise peut toutefois se traduire par les signes 

cliniques suivants : 

a) Adénopathies superficielies : 

Localisées le plus souvent à la région cervicale 

moyenne ou postirieure (RY'IOL, 19641, glus petites et de 

topographie moins généralisée que dans la mononucléose 

infectieuse, et persistant plus longtemps : 3 à 4 mois. 

b) Adénopathies profondes : 

Parfois médiastinales at xésentériques. 

c) Asthénie très caracteristique et inexpliquée 

d) Fébricule ou fièvre 

e) Exanthème assez protéiforme 

f) Hépatomégalie ou splénomégalie assez rares. 

S'il est nécessaire de connaître la 

symptomatologie pour pouvoir suspectsr üne toxopiasmose 

débutan~ct, id diagnosticjuer ec L'enrayer A temps, les 

signes cliniques étant absents dans la plupart des cas, 

ce n'est souvent que la sérologie qui renseignera sur 

une contamination toxaplasmique, 

B - La Toxoplasnose conoénitale (JOUSWY, 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 à 10 O/. 0 



en France (PINON et al., 1986a), de 2 A Londres et 

de 1,5 à 6 , 7  en Amérique du Nord (JOHNSON, 1985). 

Cependant, l'équation "toxoplasmose acquise en cour; de 

grossesse - - toxoplasmose congéni tale" n'est 

heureusement pas toujours vérifiée. On peut admettre 

qu'un tiers seulement des nouveau-nés issus de mères 

infectées pendant leur grossesse seront atteints, ce 
3 

qui donne une friquence de toxoplasmose congénitale 

d'environ 3 O / o o  au maximum. On explique ce phénomène 

par le fait que le toxoplasnie ne peut traverser le 

placenta qu'en cas de lésion de celui-ci. 

La date de àébut du passage du toxoplasme à 

travers la barrière placentaire reste imprécise. En 

théorie, le passage est possible à partir de la mise en 

place de la circulation foetale (2lème jour) mais il 

semble plus probable que ce phénomène intervienne vers 

la fin du 2ème mois, quand le placenta est constitué, 

que sa surface d'échange entre la circulation 

xaternelle et foetals est importante, ct surtout au 

4ème mois lors du remaniement de la barrière 

placentaire et de la constitution possible de brèches à 

son niveair, 
* 

Si l'in-festation survient dans les 3 premiers mois 

de la grossesse, elle affecte des étapes primordiales - 

de l'embryogénèse. Il peut y avoir avortement spontané, 

sinon l'enfant présente des signes cliniques 

gravissimes touchant le système nerveux et/ou l'oeil. 
- 

\ 



Au niveau du système nerveux, on peut être en 

présence d'hydrocéphalie par obstruction de l'aqueduc 

de Sylsrius, calcifications intracrâniennes, retard 

psychomoteur. 

Au niveau de 1- 'oeil, choriorétinite, 

microphtalmie, iri2ocyclit2, cataracte peuvent Stre 

présentes. 

Si l'infestation survient durant le second 

trimestre de la grossesse : 

1) le nouveau-ni peut Être atteint 

d'encéphalomyélite dont les signes cliniques existent 

ou non à la naissance : 

- l'hydrocéphalie peut aizsi exister dès la 

naissance ou apparaître dans les mois qui suivent, 

- la microcéphalie est plus rare, 

- les calcifications intracrâniennes ne sont pas 

souvent visibles à la période néonatale mais 

apparaissent à la radiographie quslques mois a-r4s la 

naissance ; elles siigent dans les régions parieto- 

occisitale et sous-corticale et sont soit de forme 

nodulaire, soit souvent en coup d'ongle linéaire ou 

parfois curviligne, 

- les crises -co~vulsives, 

- les troubles du tonus : hypotonie généralisée 

ou, au contraire, hypertonie, 

- diverses paralysies peuvent s'observer : 

hémiplégie, monoplégie ou quadriplégie spastique. 
- 



2) L'ophtalmologiste peut mettre en évidence une l 

1 

rétinochoroïdite encore évolutive avec un oedème du 

fond d'oeil brun-rougeâtre devenant ensuite jaunâtre 

cicatriciel. Quand les lisions touchent la nacula, la 

cécicé est à redsutar. Parfois, les acteintes oculaires 

ne sont découvertes que très tardive men^ : strabisme, 

exophtalmie, amblyopie, existence de scotomes. 

Si l'infestation a Ilsu au cours du troisième 

tririestre de la grossesse, l'enfant naît a la phase 

parssitémique de la toxoplasmose : 

- l'enfant peut naître apparemment indemne, mais 

il faudra le traiter impérativement pour éviter une 

évolution ultérieure, 

- il peut présenter un ictère néo-natal prolongé 

qui guérira le plus souvent sans séquelles, 

- il pourra être atteint d'une forme grave avec 

ictère grave, hépatosplénomégalie, syndrome 

hémorragique avec purpura et hémorragie des muqueuses, 

- il pourra également présenter de Sânales 

adénopathies ou une anémie avec érythroblastose pouvant 

évoquer un ictère néonatal par incompatibilité sanguine 

foeto-maternelle. 

C - La toxoplasmose des sujets immunodéprimés 

Dans le cas de sujets immunodéprimés comme les 

receveurs de greffe ou les patients atteints de SIDA, 

on peut observer des complications très graves causées 



par la réactivation de foyers d'infection latente (WEISS 

et al., 1988). Chez la plupart de ces patients, il n'y 

a pas d'augmentation de la réponse humorale typique qui 

serait caractiristique de la réactivation d'une 

infection aiguë, ce qui rend le diagnostic séroiogique 

difficile ou inditêrxiné ( L I 3  et al., 19841. 

La toxoplasaose cérébrale est la cause majeure 

d'encéphalite et a'abscès cérébraux (FPYNKEL et al., 

1975  ; S:I';DEI et ai., 1983 ; Lii'? et al., 1984) . 

L'enciphalite par toxoplasme est une des manifestations 

les plus fréquentes d'infection opportuniste du systime 

nerveux central chez les imnunodépri~és- En ce qui 

concerne le SIDA, elle est présente chez environ 25 % 

des patients h Berlin, Bruxelles et Paris, et chez 

environ 5 à 1 0  % aux Etats-Unis (MC CABE and REHINGTON, 

1 9 8 8 ) .  On estime que, en 1 9 9 1 ,  20 .000  à 4 0 . 0 0 0  cas 

d'encéphalite par toxoplasme seront observés chez les 

patients atteints de SIDA, en ce qui concerne 

uniquement les Etats-Unis !Li'?? and RIYIYC:1J, 1988). Chez 

les patients immunodéprimés, on observe également une 

incidence importante de toxoplasmose pulmonaire (CATTERAGL 

et al.,  1986) , 

1 - 4 .  LE TRAITEMENT DE LA TOXOPLASMOSE 

ASSOCIATION SULFAMIDES - PYRIMETHAMINE : les 

sulfamides paraissent agir sur le toxoplasme en 

diminuant les possibilités de synthèse de l'acide 
- .  



folique. Ce sont surtout les sulfapyrimidines et les 

sulfadiazines qui sont actifs (Sulfamérazine et 

La pyriméthamine (Malocide = !  est uz antagoniste 

de l'acide folique dans la synthèse des nucljotides 

parasitaires. Mais le Malocide est un inêdicament 

toxique pour l'homme, agissant en particulier sur les 

lignées hématopoïétiques. Son utilisation expose à 

l'anémie, l'agranulocytose et la thrombopénie. Les 

sulfanides ont une actiorî essentiellement "statique" 

mais la multiplication du parasite reprend dès qu'on 

arrête leur administration. Le Malocide tue les 

formes végitatives mais, tout comme les sulfamides, il 

est pratiquement dénué d'action sur les kystes. Or, il 

se trouve qu'il existe une synergie entre ces deux 

groupes de médicaments, si bien que l'on peut réduire 

leurs doses respectives nettement au-dessous des doses 

dangereuses tout en obtenant des guérisons confirmées. 

L'association Sulfzdoxine-?yrixéthamia~? dans la 

proportion de 20/1, comiïercialisée sous le nom de 

Fansidar f , est actuellement employée dans la 

tûxoplasmose congknitale du nourrisson. 

On associe à ces deux prodcits actifs de l'acide 

folique qui a un effet protecteur contre l'action 

toxique du Malocide ' sans nuire à son efficacité sur 

le toxoplasme, des Corticoïdes qui permettent de 

réduire les phénomènes inflammatoires, de limiter les 
- - 



nécroses, de faciliter le passage des médicaments 

actifs au niveau des cellules et de réduire leurs 

effets toxiques. 

ANTISIOTIQUES : la spiramycine (Rovamycine 

senble aujourd'hui 12 meilleur antibiotique que nous 

~ossédions contre la toxoplasnos?. 11 est dénüé de 

toxicité et se concentre bien dans les tissus, en 

-articuller dans le placenta. 

La déméthylchlort4tracycline a une activité 

inférieure à celle de la spiramycine. 

1 .5 .  L'IMMUNITE DANS LX TOXOPLASMOSE 

Les infections parasitaires induisent une immunité 

humorale et une réponse à médiation cellulaire. 

L'importance relative de ces deux composantes dépend du 

parasite en cause et de l'espèce animale. 

L'infection par Toxoplasma gondii entraînant une 

i~munit4 A la réinfection durable et spécifiqus, les 

deux oersancs, hnorai et cellulaire, de cette inmuniré 

protectrice ont été étudiés dans différents modèles 

expirimentaux. 

A - Le rôle des anticorps (IQAlZB8WL and REERICIOH, 

1982 ; HTIGBES, 1985) 

Des titres élevés d'anticorps anti-toxoplasme sont 

trouvés chez l'homme ainsi que chez les animaux 



infectés. Ces anticorps détruisent les toxoplasmes 

selon deux mécanismes bien connus : 

- les an tic or?^ 3réssnts dans les siruzs de sujets 

icf ~ c t a s  lyser+ l r  les toxoplaçmes sa- accion directe er, 

présence de complément (SABIX and FELDMAN, 1948) , sauf si 

ces parasites sont intracelulaires ou enkystSs : 

- les tachyzoïtes recouverts par des anticorps 

peuvent encore pénétrer dans les cellules mais il y a 

dans ce cas une fusion des phagosomes avec les 

l:zsosomes, ce qui entraîne la destruczion du parasite 

(X:IDOPba24 et al., i976 ; H.!;itZX and P,ILiI%:CY, 1981) , alors 

qu'en absence d1anticor3s il y a inhibition de cette 

~ Ç  usi ion, d'où survie et multiplication des toxoplasmes. 

i Le rôle des anticorps seuls comme mécanisme 

l effecteur dans l'immunité contre le toxoplasme a été 

étudié dans différents modèles expirimentaux. 

HULDT (1966) a obtenu, après immunisation de lapins 

avec des toxoplasmes tués par la chaleur, des titres 

- A G  &' avis 2 ' a n r i t c r y s  Sçui~alents 7 sscx C ~ C U Y ~ S  chez leç 

lapins au cours d'une infection chronique. Après 

"challenge" avec des organismes virulents, les lapins 

immunisés ne montrent aucune résistance tandis que ceux 

présentant une infection chronique sont imuns. 

Le modèle expérimenta1 Ie plus utilisé est ie 

I système murin. Chez la souris, les anticorps semblent 

l iouer un rôle non négligeable dans l'immunité. Le d 

transfert passif de sérums anti-toxoplasme ou 



d'anticorps monoclonaux confère en effet à ces animaux 

une protection significative contre les parasites de 

virulence modérée (KRAAUNSUSL et al. , 1972  ; XASiH! and W34iYF4, 

1 9 7 8  ; JOENSûN et al., 1 9 8 3  ; S?A,JifF, e t  al., 1 9 8 4 ) .  

Néanmoins, la résistance aux souches de haute virulence 

de T .  gondii est plus faible (NARA!Ai?A, 1 9 6 5  ; F9SIYS and 

Mc 3 CULLOCS , 1 9 6  8  ; GILL and PRAKASB , 1 9 7 0  ; JOD3SO.I et al. , 

1 9 8 3 ) .  Il a été montré en particulier que ie transfert 

passif d'anticorps monoclonaux réagissant avec des 

antisènes de surface de Toxoplasma gondii, peut 

conférer une résistance contre une infection léthale de 

ce parasite chez la souris (JOAHSOI et a l , ,  1 9 8 3 )  . 
Alors que le rat euthymique est naturellement 

résistant à l'infection par la souche virulente RH de 
l 

T. gondii (107 tachyzoïtes) , le rat athymique ne survit 

pas à 1 ' infection intrapéritonéale par I O 3  toxoplasmes 

(SANTORO et al., 1 9 8 7 ) .  Le transfert de sérum de rats 

Fischer infectés par des tachyzoïtss confirê à ces rats 

athymiques une protection significative contre une 

infection "challengen avec I O 5  tachyzoltrs de la souche 

RH (DARCY et al.: 1 9 8 8 ) .  Très récemment, RIDBL et al. 

( 1 9 8 8 )  ont démcntré un rôle protecteur des anticorps 

IgE dans ce modèle animal, 

Les facteurs sériques jouent de ce fait un rôle 

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

enrayer l'évolution de la maladie. Un délicat équilibre 



entre la réponse humorale et l'immunité à médiation 

cellulaire est nécessaire pour le contrôle efficace de 

l'infection par toxoglasne. 

3 - Iamuniti A xédiation cellulaire 

Les réponses immunes 2 médiation cellulaire au 

cours de la toxoplasmose ont été démontrées par la mise 

en évidence d'un &rat d'hypersensibilité retardée 

(KAAENSlrBL et al., 1971) et par des tests de 

transformation lymphoblastique antigène-spécifique 

( I(Z,?3E?iX2L et al., 1 9 7 2 ) .  

1 Le rôle des iiiâcrophages dans la destruction du 

I parasite a été prouvé : les anticorps sont capables de 

1 rendre ces macrophages actifs dans leur fonction de 

l cytolyse (ANDERSON et al., 1976) alors qu'en absence 

d'anticorps, les parasites se multiplient dans la 

vacuole parasitophor2-. D'autre part, les macrophages 

peuvent être recrutés et sensibilisés par des 

lymphokines (SIBLEY et al., 1985 : REiLSS and FREHKEL, 

19871, et tout particulièrement de l'interfiron gamma 

!SU%Joi et al,, 1988). 

Le rôle des lymphocytes a é t i  nis en ividence par 

FFENRBL (19671 en réalisant des transferts adoptifs de 

cellules spléniques ou ganglionnaires chez les 

hamsters. 



PAVIA (1986) démontre qu 'une protection partielle 

contre la toxoplasmose est obtenue en transférant des 

cellules immunes chez le cobaye. Plus précisément, 

lorsqu 'une s~spension enrichie en 1:~npnocytes T est 

trait22 par un anticorps anti-lymphocytes T en présence 

de conplénent, on note la suppression de la capaciti à 

transférer la résistance. 

Se rôle des lyinphocyt2s T dans la toxoplasïnose a 

également été décrit lors de l'utilisation de souris 

athyniques (ilJu/Nu) conne modèles expérirnentaux (HIiiDtiEG 

and FISNKEL, 1977) . En effet, chez ces souris, la 

~oxoplasmose a une issue fatale. Le transfert 

d'anticorps ou de cellules de noëlle osseuse à ces 

souris athymiques n'augmente pas leur durée de survie à 

l'infection. Par contre, une reconstitution avec des . 

cellules thymiques permet la survie de 6 souris sur 8. 

Ces expériences montrent clairement l'implication des 

cellules T dans le développement de l'immunité. 

3'autre ?art, une protection totale des rats 

(Nu/Nu) contre la toxoplasmose est obtenue par 

transfert passtf: soit de 5 x I O 6  lymphocytes T non 

s-écifiques !SA$T!?R(! et al,, 1987) , soit de seulement 104 

lymphocytes T spécifiques (DUgUESFIF, communication - 

personnelle) . 
Le rôle des cellules NK ("Natural Killer") dans le 

contrôle du parasitisme a également été démontré. En 

effet, on a constaté une augmentation de l'activité de 
- 



ces celli~les au cours d'une toxoplasmose aiguë ou 

chronique chez la souris (HAUSER et al., 1982). Ceci a 

4th confirmé in v i t r o  dans le même modèle : les 

cellules NI( ,  provenant de souris infectées par 

Toxoplasma gondii depuis 3 jours, sont plus 

cytotoxiques vis-à-vis des tachyzoïtes que les cellules 

témoins provenant de souris non infectées (HZOS2I and VAN 

TSdI, 1 9 8 6 )  , 

D'autres cellules immunocompétentes interviennent 

vraisemblablenent dans i'immunici protectrice contre la 

toxoplasmose : par exenple, il a &té récemment dimontré 

q u ' u n  transfert passif de plaquettes immunes protige le 

rat Nu/Nu de façon significative ( X I D Z ~ ,  et al., 

1988) . Ceci souligne l'importance que ces cellules 

effectrices pourraient avoir pour limiter rapidement la 

charge parasitaire. 

2 .  METHODES DE DIAGNOSTIC 

Le diagnostic biologique de cîrritnde de la 

toxoplasmose ne peut être établi que grâce à des 

preuves parasitologiques- Cependant, ce diagnostic 

l dirsct, souvent difficile et aléatoire, est toujours 

contraignant, Le diagnostic parasitologique n'est 

possible que dans les formes évolutives (ponction 

ganglionnaire) ou dans les formes congénitales 

(autopsie cérébrale, examen du placenta). L'autopsie 



cérébrale est effectuée également chez les patients 

atteints de SIDA. 

En général, le diagnostic de la toxoplasmose est 

réalisé Par les tech;liques sérologiques. La 

toxoplasmose constitue d'ailleurs, de très loin, la 

principale applicatior, actuelle de la sérologie 

parasitaire puisqu'elle fait l'objet de plus de 5 

millions de tests annuels, en France !GGI'JAI and Atifl2OI:Y- 

T:iO:!AS, 1 9 8 4 )  . C i  est siirtout pour le contrôle de 

l'immunité toxoplasniqt~e acquise que l'on effectue la 

sérologie, le Sut itant de vjrifier si des femmes ont, 

su non, du fait d'une primo-infestation antirieure, 

acquis 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 provoquer une toxoplasmose 

congénitale, est absolument exclu. Au contraire, si la 

sérologie est néçztlve, 1 ' absenc2 d'immunité acquise 

- y -  Liaduit 232 i i c ~ p t i - ~ i ~ i  c ~ z i p l i t t  st justifie différents 

conseils arophylactiques ainsi qu'une survei1lance 

régulière. 

Lors de 1 'infestation par les tachyzoZtes. 

l'immunité humorale s'installe par l'élaboration 

d 'anticorps spécifiques d e  T ,  g o n d i i ,  dirigés contre la 

membrane du parasite, puis contre ses constituants 

cytoplasmiques. Les premières immunoglobulines 



sécrétées sont de type IgM, suivies de celles de type 

IgG, qui persistent durant toute la vie chez le sujet. 

Les tests sérologiques permettent la détection 

d'anticorps anti-toxoplasmes des isoty-es I ç M  

(témoignant généralement d'une toxoplasmose aiguë 

récente, ou de maladie congénitale) , ou IgG sans 

réponse IgM (témoignant d'une immunité à la 

réinfection). Actuellement, la recherche des anticorps 

IgA spécifiques seinble pouvoir apporter des iliments 

diagnostiques suppléaentaires (TVRU5E9 et al., 1583 ; 

PAATAiYYN et ai., 1980 ; PI3CiI et ai., 1986b ; La F1GO':'X 

et a7., 1987 ; DKCSfZ! et al., 19885) ;nais elle n'est pas 

encore de pratique courants. 

Les tests les plus utilisés pour la détection 

d'anticorps spécifiques sont les suivants : 

2.1. Test de lyse de SlHIA et FELDIAA (ou "Dye-test") : 

Decrit par SGIJ 2t ?41?IU (1948?, ce tsst a pour 

principe d'exposer des toxopiasmes vivants, en présence 

de facteur accessoire (complément), à du sérum 

décornplinenté. La ?risence d'anticorps spécifiques 

entraîne la lyse des parasites par un mécanisine de 

cytotoxicité compliment-dépendant (CAPRO# et al., 1 9 7 4  : 

COUEN and WARREN, 1976) . Ces anticorps apparaissent 



entre le 4ème et le 20ème jour après l'infection et 

persistent très longtemps. 

2.2. Immunofluorescence Indirecte (IF11 : 

C'est la méthode qui est actuellement la plus 

utilisée en France. 

La réaction antigène-anticorps s'effectue sur des 

larnes siliconées où ont été fixés des toxoplasmes. 

Chaque série d'examens doit comporter plusieurs t4moins 

réalisés avec des sérums négatifs et des serumç 

positifs. Il est aussi indispensable de réaliser des 

tests quantitatifs à l'aide d'un ou plusieurs sérums 

contenant un nombre connu d'unités internationales, 

selon un sérum-étalon. 

Aprés 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 RSMINGTOH et al. (1968) , ce test consiste 

en une imnunofluorescence indirecte où le révélateur de 

l'anticorps fixe sur le parasite est un conjugué 

fluorescent anti-IgM. La présence à '  IgM. est le témoin 

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

maladie congénitale. 



2.4 .  Réaction de fixation du complément : 

Effectué avec des antigènes parasitaires sur des 

micropiaques (SEYFX, 1974 ; C5AEN and WAr:REY, 1 9 7 6 )  , ce test 

révéle l ' e x i s t s n c e  des anticor-s spécifiques plus 

tardivement que i e  test de lyse et devient négatif plus 

rapidement. 

2 . 5 .  Réaction d'hérnagglutination indirecte : 

Dans cette méthode, développée par J A C O B S  et LUND2 

( 1 9 5 7 ) ,  des -;lobules rouges recouverts d'antigènes de 

toxoplasme sont incubés avec diffSrentes dilutions de 

sérun avant et aprss traitement au 3-mercaptoéthanol. 

Les sérums positifs conduisent à une hémagglutination. 

2.6. Agglutination directe : 

Des toxoplasmes fornolés, mis en présence des 

sérums avant et aprPs traitement au 6-mercaptoéthanol, 

sont agglutinés uniquement en présence d'anticorps 

s-écifigues. C'est -2s xit?,=?<e ça~sible qui aerxet de 

détecter les anticorps IgM; mais dont l'inconvénient 

majeur est l'interférence avec des IgM dites naturelles 

qui ont une spécificité croisée avec des antiganes 

toxoplasmiques. 



2.7. Test immunoenzymatique ELISA ("Enzyme Linked 

l 
I Immunosorbent Assay") : 

1 L'application de ces m4thodes au sérodiagnostic de 

1 la toxoplasnose date de 1976 (SBGUELX et al., 1976; VOLLZR 

l et al., 1976). En fonction des conjugués e~zynatiques 

utilisés, il est possible de différencier les IgG et 

les IgM. 

En ce qui concerne les IgG leur détection et leur 

titrage par cette méthode sont basés sur le même 

principe que l'im~unofluorescence, la différence entre 

les deux méthodes portant sur l'origine de l'antigène 

I toxoplasmique utilisé. 

1 Un iysat de tachyzoïtes est absorbé sur un support 

solide (plaque de titration), ensuite on ajoute le 

sérum à tester, puis 1 'anti IgG couplé à une enzyme, à 

laquelIe on ajoute un substrat chromogène, ce qui 

permet la lecture lu spectrophotomètre. 

En ce qui concerne les I g M ,  cette cechnique i ,- 
n'apporte rien de plus que l'innunofluorescence, c'est- 

à-dire qu'elle n'exclut pas la possibilité de faux 

positifs dus aux auto-anticoms et de faux négatifs par 

suite d'IgG en excès. 

2 . 8  Immunocapture : 

Cette méthode permet, dans des conditions très 

simples, u-ne séparation préalable des IgM puis la 



révélation ultérieure des seules IgM spécifiquement 

anti-toxoplasmes. Ce test comprend les étapes suivantes 

1) sensibi.lisation de plaques de microtitration à 

l'aide de sércm anti-IgM ; 

2 )  captüre dans les puits des plaques ainsi 

sensibilisées des I g M  du sérum A tester ; 

3 1 addition d ' antigène de Toxoplasma g o n d l i  avec 

fixation uniquement sur les IgM anti-toxoplasmes ; 

4 )  fixation sur l'antigène d'un conjugué anti- 

toxoplasmes marqué par une enzyme ; 

3 )  addicion d'un substrat chromogène et lecture au 

spectrophotomètre. 

2-9. ISAGA (Immunosorbent Agglutination Assay) : 

Décrite par DESMONTS (1972) , cette réaction consiste 

en une agglutination réverse où on absorbe le sérum 

anti-TgM sur uxe glaqüe : ensuite le sgrux à tester est 

ajomé puis une suspension üe ~acfiyzoites. On observe 

üne agglutination des parasites si la réaction est 

positive. 

C'est une technique très spécifique et très 

sensible, qui présente cependant des dif f icultis d e  

lecture et d'interprétation- 



2.10. Autres tests : 

Parallèlenent A la recherche des anticorps 

spécifiques, la détection d'antigènes circulants 

pourrait revêtir un intérêt diagnostique considérable, 

étant donni qu'ils sont détectables des la phase 

d'invasion, bien avant l'appariticn des anticcrps 

spicifiques, et que leur presence 2st indépendante des 

capacités immi~nitaires du sujet. Un test ELISA a été 

utilisé pour nontrer la présence d'antigène circulant 

chez l'homme, en phase aigüe de l 'infection !VIX RJAFZFi 

and CREj<GA3ZAN, 1977 ; AZAU30 and REXIICTVI: 1980) . Lies 

antigènes circulants ont été igalement trouvés dans le 

liquide amniotique et dans le liquide céphalorachidien 

des nouveau-nés atteints de toxoplasmose congénitale 

(BARAL, 1979) . 

3 .  L E S  ANTIGENES DES TACRYZOITES IZiPLIOUZS DANS 

L ' IMMUNITE 

L ' identification des antigènes qui entraînent une 

réponse inmunitaire est importante à la fois pour le 

diagnostic et pour la rialisation d'= vaccin. 

Différents types d 'antigènes des tachyzoïtes de 

T .  gondii ont été caractérisés : antigènes totaux, 

antigènes de surface et antigènes d'excrétion- 

sécrétion. 



3.1- Antigènes totaux : 

Le travail de J O Z l i S C X  e t  al. ( 1 9 8 1 ~ ) ~  par l'analyse 

en gel de polyacrylarnide des polypeptides et des 

glycopeptides d ' u r !  extrait de tachyzoïtrs, ~ontrr que 

la fractior! soluble c~ntient 9 ~olypeptides, avec un 

poids moléculaire de 20,  2 2 ,  23,  29 ,  66, 69,  9 0  et 

1 3 3  kDa par rapport à la fracticn inscluble qui 

prisente 8  fractions antigeniques de poids moléculaire 

2 8 ,  41 ,  4 3 ,  49, 5 3 ,  61 ,  7 0  et 8 0  kDa. 11s ont aussi 

démontré que la fraction soluble ne contient pas de 

glycopeptides majaurs ; par contre, la fraction 

insoluble présente 3 glycopeptides dont les bandes sont 

détectées à 29,  53 et 1 2 3  kDa. 

3 - 2 ,  Antigènes de surface : 

La pellicule des tachyzoïtes présente un intéret 

xultiple conze int-rface entre 1s parasitî et son hôte 

itact à la icis cible des 6éTenses de I'hôte et 

r2sponsaSle de la motilité de l'organisme et de 

1 ' invasion (pzr jonction mobile entre les plasnalernnes 

du zozte et de la cellule hôte) - Cette pellicule est 

constituée d 'un $lasmalemme recouvert sur la face 

interne par un complexe membranaire comportarrt 2  

membranes accolées dont VIVIER et PETITPXEZ (1969) ont 

montré qu ' il s ' agissait de saccules aplatis. Les 

travaux de cryofracture de POPCHET et TCRPIEB ( 1 9 7 7 1 ,  et de 



DI!SRFMETZ et TORPTEQ (1978) ont montré que le complexe 

membranaire interne était composé d'une cape apicale 

prolongée par des rangées de plaques alignées selon 

l'axz antéro-pcstérieur du zoïts. 

Sur le plan biochimique, les résultats les plus 

importants concernant la pellicule de T .  gondii ont été 

obtenus sur les protéines accessibles à l'iodation 

enzymatique, c'est-à-dire de localisation 

superficielle. Ces résultats ont été rendus possibles 

gar la production d'anticorps ïnonoclonaux antl- 

T. gandii. Le premier travail de riférence dans ce 

domaine esr: celui de FiANDMAN et al. (1980a) qui ont 

caractérisé les antigènes majeurs de la surface de 

toxoplasme par immunoprécipitation des antiçènes 

radioiodés à l'aide d'anticorps monoclonaux et de 

séri~ms immuns. Ils ont ainsi identifié 4 antigènes 

majeurs auxquels ils ont attribué des masses 

moléculaires apparentes de 43, 35, 27 et 14 kDa. 

Puis ïCf?SS;i?Jtil ~t al, (1983) ont abordé 1 'analyse de 

la surface des tachyzoïtes et étudié deux des antigènes 

majeurs auxquels ont été attribués des poids 

aoléculaires aps=ents de 30 et 22 kDa. La molécule de 

30 kDa (P30) a été purifiée (KASPER et al,, 1 9 8 3 ) ,  puis a 

servi à des essais de protection (KASPZB et a l - ,  1985) ; 

la protéine de 22 kDa (P22) s'est avérée manipulable 

génétiquement et des mutants viables dépourvus de cet 

antigène ont été produits (KASPFR et al., 1982). 



A 1- ' aide d ' anticorps monoclonaux dirigés contre 

les antigènes de surface des tachyzoïtes, COUVREUR et .al. 

(1988) ont confirmé récemment la présence d'antigènes 

majeurs de 43, 35, 30 et 22 kDa et ont dénontré de plus 

l'existence d'un antigène mineur de 23 kDa. 

JOBWSOF et al. (1983) , reprenant partiellement les 

travaux de HANEVAN et RSYIJGTO# (1980b1, ont fait état de la 

protection passive 2e souris inicest&es par f. gondii su 

moyen d'un anticorps monoclonal dirigé contre une 

srotéine de surface de 35 kDa. 

Des travaux complémentaires ont permis de suggérer 

l'existence d'épitopes répétés dans la molecrile P30 

(RGiJZIGUEZ et al., 1985) , d'autre gart l'interaction 

d'anticorps monoclonaux anti-P30 avec la surface des 

tachyzoïtes lors de l'invasion a été étudiée (DUBREHETZ 

et al., 1985) . Un anticorps monoclonal anti-P30 est 

utilisé actuellement à des fins diaçnostiques (CESBRGN 

et al., 1985 ; SANTORG et al., 1985 ; Cesbron et al., 

3 - 3 -  Antigènes d'excrétion-sécrétion : 

Les nolécules sicréties-excrét5es sar les 

parasites !et qui possèdent des activités enzymatiques 

variées) , ont été démontrées comme k è s  immunogènes 

dans certaines infections naturelles et expérimentales 

et peuvent donc constituer de bons candidats à 

1 ' immunoprophylaxie (CAPRON and DESSAINT, 1988 . Dans la 
- 



toxoplasmose, deux observations supportent cette 

hypothèse : la première montre que les antigènes de 

sécrétio:: representent la majorité des antigènes 

clrculantç détîctâbles tout au dibut de 1'infection, 

suggérant une reconnaissance précoce par le système 

immunitaire (liUrJ::S and VAN K:fd?!EI,. 1982) . La deuxième 

rnontre que ies antigènes de sScrétion induisent une 

stimulation lynghocytâire supérieure à celle provoquke 

par les antigènes somatiques (HUC-ilc*S, 1985). 

Deux types d'antigenes d'excrétion-sicrition ont 

iti décrits : l'es exo-antigènes présents dans les 

surnageants de culture de cellules infectées (DES;?CXGLS 

e t  al . , i 9 8 0 ; HGGFES and VAN HNA?UB, 19 8 2 ; C3UEIPITAZI e t  al - , 
1983 ; ROQUES et a l . ,  1986 ; CSUMPITAZI et al., 1987) et des 

antigènes excrétés-sécrStés obtenus par l'incubation 

des tachyzoïtes en xilieu acellulaire (DARCY e t  al., 

1988). 

Les exo-antigènes produits en culture cellulaire, 

rle niosse molScxlair? cle 5 0 0 0  â VOO, O O C  (RCP13 et S I . ,  

1986) sont utilisables dans des tests cutanés de 

détection de 1 ' immunité anti- toxoplasmique (AMBROISE-THOKIIS 

e t  al., 1982) . 

DAiIC'i e t  a l .  (1988) ont développé- un nouveau 

procédé pour l'obtention d'antigenes sécrétés-excrétés 

(ESA) par les tachyzoïtes dans un milieu d'incubation 

sans cellules. Les ESA composés d'une vingtaine 

l d'antigènes de masse moléculaire comprise entre 21 et - 



185 kDa se sont révélés très immunogènes dans les 

infections humaines et expérimentales. En ce qui 

concerne la toxoplasmose humaine, certains ESA sont 

reconnus aar des sérrins de phase aiguë (antigène de 

97 kDa, marqueur de séroconversion) ou de phase 

chronipüe (antigènes de i08 kDa et 2 8 , 5  kDa, marqueurs 

d'immuniti) (DZLOSTBZ et al., 1988a) . L'un de ces ESA, de 

23 kDa, a été cloné par CZSBRON-DELAUY et al. (19881. Cet 

antigene est pr6sent.é comme un marqueur de phase 

chronique. 

4 .  LA PROTEINU IIAJEffP.E DL: SUXLACS: DE T .  G O N D I I ,  P30 

II a ité nontri que la plupart des anticorps 

monoclonaux diriços contre la surface des tachyzoïtes 

(HANDMAN et al., 1980a ; SETHI et al., 1980 ; JOHNSON et al., 

1981b ; KASPER et al., 1983 ; RODRIGUE2 et al., 1985) 

reconnaissaient une molécule de 27 à 35 kDa, définie 

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

qu'on a nommée P30 !KiS?3B et a l . ,  1983 ; RQ??IIUOZ et al,, 

SIBLEY et a l .  (1986) décrivent la présence de P30 

dans un réseau constitué de vésicules sécritées par le 

toxoplasme dans la cellule parasitée, entre la surface 

du parasite et la membrane de la vacuole parasitophore. 
- 

Des expériences de transfert passif d'anticorps 

monoclonal dirigé contre P30 (SAHTORO et a l . ,  1987) ou 

d'immunisation active avec la molécule P30 



partiellement purifiée (ARAUJO and REMINGTON, 1984) 

indiquent un rôle potentiel de cet antigène dans 

l'inmunoprophylaxie de la toxoplasmose. Ce rôle dans 

l'immunité a été récemment conforté par les travaux de 

KaAN et al. (1988) qui démontrent que P 3 0  induit la 

prolifération de cellules sanguines nononucliées de 

sujets séropositifs pour la toxoplasmose, mais non de 

sujets séronégatifs. Ils décrivent aussi la production 

d'interféron-gamma par les lymphocytes humains en 

culture, stinulés avec l'ântigènê P30 purifiée. 

La présence d'anticorps spécifiques de P30 dans le 

sérum de patients présentant une toxoplasmose récente 

ou lointairie a été démontrée (HF.ID3.48 and RENINGTON, 1980b ; 

XASPER et al., 1983 ; SAARMA et al., 1983). Suivant la 

technique de purification de P30 par immunoadsorption 

sur un anticorps monoclonal, KASPSR et al, (1983) , S48TORO 

et al. (1985) ont démontré que la molécule pure 

pourrait servir d'outil diagnostique. En effet, tous 

les patients en phase aiguz ou en phase chronique de la 

maladie possèdent des anticorps anti-P30. 

Un anticorps monoclonal anti-P30 a servi de base à 

un test diaçnostique de la toxoplasmose aigu5 par une 

méthode d'immunocapture (CXSBRON et al., 1985 ; 1986) . Le 
principe du test est basé sur la capture des- IgM - 

sériques que l'on révèle indirectement, en deux temps, 

par un couple antigène/anticorps monoclonal dirigé 

contre P30 et marqué à la peroxydase. Ce test allie à 



la grande sensibilité des dosages enzymatiques la 

spécificité que confère un réactif monoclonal. 

KASBBR ( 1 9 8 7 )  et WARE et KASPER ( 1987 )  ont observé 

l'existence de plusieurs antigènes d'un poids 

moléculaire de 30 kDa, qui varient selon les souches de 

T. gondii. 

Malgré le nombre de publications concernant 

l'antigène P30 ,  nous ne possédons que très peu 

d'informations concernant sa nature moléculaire et ses 

caractères biochimiques. 

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

Il n'existe dans la littérature que tros peu de 

données sur les propriétés de 1'ARN et de l'ADN de 

T. gondii (NEIXARK and BLAKER , 1 9 6 7  ; BORST e t  a l .  , 1984 ) . 
Le fait que la synthèse de protéines et d'acides 

nucléiques par la cellule hôte n'est pas nécessaire à 

la multiplication de T. gondii démontre que ce parasite 

contient les étapes métaboliques nécessaires pour sa 

propre synthèse d'ADN, d'ELtW et de protéiiles (PFK?FB-BI(OBB 

and PFXFFERKCRH , 197 6 a  , b ; 198 1 . 
RBIIHGTOR e t  a l .  (1970) ont démontré que les 

tachyzoltes de la souche RH de T. gondii contiennent 

trois différents types d'MW, déterminés par leur 

coefficient de sédimentation qui, en raison de leur 

abondance et de leur taille, constituent les ARN 

ribosomaux et de transfert. 



PSINCE et al. (1985) ont démontré que I'ARN 

messager, isolé à partir de tachyzoïtes de la souche 

RH, pouvait être traduit dans un système de traduction 

in vitro et que les protiines synthétisées étaient 

reconnues par des anticorps spécif Fques anti-T. gondii. 

JOrNSON et al. (1986b) ont développé une méthode 

d'extraction d'ARN messager qui code pour des antigènes 

de T. gondil. 

JOSNSOg et al. (1986a) ont purifié et caractirisé 

l'ADN de tachyzoïtes de ia souche RH de T. gondii, 

démontrant qu'il contient un taux de G+C de 50 % et 

qu'il n'est pas très méthylk. 

JOIfASOY et al. (1987a) ont comparé l'ADN de 

Toxoplasma gondii et de Hammondia hammondi en utilisant 

comme sondes des gènes clonés d'ARN ribosomal. 

JOBNSOH et al. (1987b) ont analysé la séquence d'une 

sous-unité de 1'ARN ribosomal de T. gondii et son 

implication dans l'évolution des Apicomplexa.  

B0C7WCTD et al. (1987) et XXYUS et BilOEtCiS (1988) ont 

cloné et séquencé les çènes de l'alpha et bêta. 

tubulines de TI gondii, et discutent leurs résultats en 

fonction de I'4volution de ce parasite et de 

l'implication de ces g&nes dans le contrôle de la 

toxoplasmose. 



BUT DU TRAVAIL 



Des progrès récents en biologie moléculaire ont 

abouti au d6veloppernent- êt, futur eiripioi de vaccins 

recombinants contrz des maladies parasitairas. 

Cependaxt, la recherche chez T. gondii a beaucoup moins 

avancé que chez d'autres parasites en raison de sa 

nature intracellulaire et de la constante contamination 

du natériel parasitaire par les cellules-nôtes. 

Différentes études ont montri l'existence d'une 

noiicule de masse moliculaire située entre 27 et 

30 kDa. appelée P30 et reptésentailt l'antigène najeur 

de surface de Toxoplasrna gondii. 

L'antigène P30 est déjA utilisé comme outil 

diagnostique dans le dépistage d'une toxoplasmose 

aiguë. Néanmoins, l'obtention d'un gramme d'antigène 

total de T. gondii, contenant entre 3 et 5 % de P30 et 

utilisé dans les tests immunologiques, implique le 

sacrifice de 2000 souris infecties. 

La purification de 230 est difficilement 

envisageable en raison de la quantité, de matériel 

parasitaire demandé et dos problèmes liés A la 

Le but de ce travail était le clonage et le 

séquençage du gène codant pour la molécule P30 afin de 



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 la 

Toxoplasnose. 



RESULTATS 
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1. PREPARATION DES SONDES 

Le but de notre travail étzit d'obtenir le(s) 

épitope(s) de l'antigène P30 par génie génétique. 

Ainsi, l'étape initiale de ce travail expérimental a 

consisté 21 purifier l'antigène natif P30 afin d'élaborer 

des sondes monospécifiques d'anticorps polyclonaux pour 

le criblage d'une banque dlADNc construite dans le 

vecteur d'expression Agtll. 

La spécificité de ces sérums a été vérifiée sur un 

extrait antigénique total de T. ç o n d i i .  Ces mêmes sondes 

nous ont par ailleurs permis de progresser dans la 

caractirisation de cette molécule. 

1.1. Purification de la molécule P30 

L'analyse densitométrique de l'extrait membranaire 

de T. gondii (Fig. 3) révèle que l'antigène P30 constitue 

14 % de la totalité de cet extrait. 

L'antigène P30 a été purifié par deux méthodes : 

- par passage de 1 ' extrait membranaire de 

tachyzoïtes sur une colonne d'immunoaffinité contenant 

l'anticorps monoclonal anti-P30 G5-54 produit dans notre 

laboratoire ; . 

- par filtration sur gel du même extrait antigénique 
sur une colonne contenant un gradient d'acétonitrile dans 

un appareil de Chromatographie Liquide de Haute 

Résolution (HPLC) . 



3 L E H G T ~  OF X-~XIS=  Se nn. ' 

NURBER OF P E ~ K S =  1s TOTAL INTEGR~L= 38404 

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.GONDI1. 

V : Molécule P30 (14%) 

- 
FIGURE4 : REPRESENTATION GRAPHIQUE DE LA PURIFICATION DE LE 

MOLECULE P30 PAR HPLC SUR GRADIENT D'ACETONITRIL 

a: Pic contenant 1 ' antigène P30 et correspondant à 34.4% . - 



Aprés cette filtration, on a retenu la fraction 

reconnue par l'anticorps monoclonal anti-P30 G 5 - 5 4  

(Fig. 4 ) .  

L'antigène purifié par HPLC a été ensuite analysé 

par électrophorèse mono et bidimensionnelle en gel de 

polyacrylarnide-SDS après coloration au nitrate d'argent. 

Aprés l'électrophorèse monodimensionnelle, une seule 

molécule de 30 kDa a été observée (Fig. 5A). Par contre, 

après l'analyse électrophorétique bidimensionnelle, deux 

xolécules de même poids moléculaire (30 kDa) mais de p I  

voisins (7,84 et 8,071 sont observées (Fig. 5B). 

1.2. Production d'anticorps monospécifiques 

L'obtention des anticorps monospécifiques a été 

réalisée par immunisation de deux lapins : l'un avec 

l'antigène P30 obtenu par immunoadsorption, l'autre avec 

l'antigène P30 obtenu par HPLC. 

La spécificité anti-P30 des sérums obtenus a été 

vérifiée par fmmunofluorescence Indirecte (Fig. 6 )  par 

Microscopie Electronique (Fig. 7 )  et Par 

Immunoprécipitation d'un extrait membranaire de 

I tachyzoltes marqués A l'iode. 

Le profil autorad-iographique des antigènes- 

membranaires de tachyzoïtes iodés montre après analyse en . 

gel de polyacrylamide-~~~, 3 molécules majeures avec un 

poids moléculaire apparent de 4 3  kDa, 30 kDa et 22 kDa 

(Fig. 8A). Après immunoprécipitation de cet extrait 
- - _  
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FIGURE 5 : CARACTERISATION DE LA MOLECULE P30 PURIFIEB PAR HPLE 
PAR ELECTROPHORESE MONODIMENSIONELLE ET 
BIDIMENSIONELLE APRES COLORATION AU NITRATE 
D ' ARGENT 

A : Analyse monodimensionelle : 

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

B : Analyse bidimensionelle : 

Les deux mol6cules qui composent l'antigéne P30 sont indiquees 
par les fléches. 

L'analyse monodimensionelle de la mol6cule P30 purifibe par 
immunoadsorption conduit au meme resultat : une seule bande de 
migration identique. 



- 

FIGVIIt (CI  TACIWZOITES PAR 
XEE PAR HPLC EN 

1 : sérum de lapin 8ain. 
2 : s4rum de lapin anti-P3@ purifibe par HPLC. 



FIGURE 7 : LOCALISATION DE L'ANTIGENE P30 DANS LES TACHYZOITES 
DE T.GONDI1 PAR MICROSCOPIE ELECTRONIQUE ET 
COLORATION A L'OR COLLOIDAL. 

Aprés fixation des tachyzoïtes par 1% de glutaraldéhyde et 
inclusion dans la résine Lowicryl K 4 M ,  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 à l'or colloïdal (5nm). 

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



membranaire marqué à l'iode avec les sérums de lapin 

anti-P30 (purifié par immunoadsorption ou par HPLC) dlune 

part, et avec l'anticorps monoclonal G5-54 comme 

contrôle, le profil autoradiographique ne révèle plus 

qu'une seule bande de poids moléculaire apparent de 

30 kDa (Fig. B A ) .  

Ceci démontre que nous avons obtenu des sérums 

polyclonaux monospécifiques dirigés contre l'antigène 

majeur de surface des tachyzoites, P30. 

1.3. Biosynthèse de l'antisène P30 

La spécificité anti-P30 des anticorps obtenus étant 

ainsi démontrée, il convenait de vérifier avant le 

clonage, l'activité de synthèse de la molécule P30 des 

tachyzoïtes isolés. Ce point a été vérifié par 

immunoprécipitation des produits de marquage métabolique 

des tachyzoïtes. 

La structure antigénique de T. gondii, après 

marquage métabolique A la 35s-Méthionine est complexe. 

F a r  rapport au marquage de surface, de très nombreuses 

bandes sont révélées dans les poids moléculaires de 67 à 

Les analyses autoradiographiques après 

immunoprécipitation ont montré que les anticorps 

po~q.clonaux monospécFf iciques anti-P3Q présents dans les 

sérums de lapin anti-P30 (purifié par immunoadsorption- ou 

par HPLC) ainsi que l'anticorps monoclonal GS-54 

identifient une bande intense à 30 kDa (Fig. 8B). Ceci a 

montré que la molécule était bien biosynthétisée par les 



- - . - - - --- - - -- - - .  - - .  

'FIGURE 8 : IMMUNOPREIPXTATIOlI Dlltg TACHftZOITBS MARQUES A 
,L'flbIObB (A) 00 @îAR-8 PAR &A "JS METHIONINB (BI 
AVEC LB 8lLltüM DE ~ P I M  ANTI-P3@ 

1 : SBrum de lapin sain. 
2 : Sérum de lapin anti-P38 purifie@ par HPLC. 
3 : Anticorps xionoclonal 65-54. 
4 : Extrait total de T. aondii 
5 : Sérum de lapin sain. 



tachyzoïtes dans nos conditions de marquage. Cette 

observation est de grande importance puisque l'obtention 

des tachyzoïtes pour l'extraction des ARNm serait 

effectuée dans les mêmes conditions d'incubation que 

celles du marquage métabolique. 

Le fait que la molécule Siosynthétisée par le 

tachyzoïte d'une part et que la molécule de surface 

isolée d'autre part migrent de façon identique et sont 

toutes deux reconnues par les mêmes anticorps 

monospécifiques, laissaient supposer qu'ils 

correspondaient à deux molécules identiques. 

Néanmoins, une analyse plus approfondie des produits 

du marquage métabolique après électrophorèse 

bidimensionnelle en gel de polyacrylamide-SDS a montre la 

présence de plusieurs molécules de poids moléculaire 

apparent de 30 kDa, dont deux d'entre elles sont majeures 

(Fig. 9). Après immunoprécipitation avec différents 

sérums : sérum humain prélevé en phase chronique cie ia 

toxoplasmose, sérum de lapin hyperimmun, sérums de lapin 

anti-P30 (purifié par immunoadsorption ou par XFLCI et 

l'anticoros monoclonal (35-54 on observe la reconnaissance 

des deux molécnles na jeures citSes pr&cédemerrt, 

coïncidant avec les deux mêmes molécules trouvées après 
-. 

purification de- l'extrait total de tachyzoïtes par HPLC 

(Fig. 10). 

Ces résultats obtenus avec les antigènes marqués des 

tachyzoïtes confortent l'emploi des sérums de lapin 



- ---- - - 

FIGURE O : BLECTROPHORESE B1DI)IPISTOIRLLB DI L'EXTRAIT TOTAL DE 
TACHYZOITBS MARQüBS PAR LA 8 -  S I O O I M B  

Les deux molbcul osent l'antigdne P30 sont ind 
par les fléches. 
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FIGUaE143 : ANALYSE BIDIMIEHSI~LLB DES IMMVNOPRECIPITES DES 
TACHYZOITBS MARQUBS PAR LA MISTHIONINE 

Immunopr&cipitation avec : 

- : Sérum de lapin hyperinunun. 
B : Sérum humain de @hase chronipue de toxo~lasmose. 
C :. Sérum de lapin anti-P30 purifiée par immunoadsorption. 
D : SRrum de lapin anti-P30 par HPLC. 

: Anticorps monoclonal G5-54. 
r -  

* les molécules qui composent l'antigène PA sont indiquées par 
les flèches. 

Remarque : Dans le cas d'immuno~réci~itation par des sérums 
monospécifiques (CIDIE), aucun autre spot n'est observé. 



~oi.vclonaux monospécifiques comme sondes pour le criblage 

2. CLONAGE D'UNE: PORTION DE LA SEQWNCE CODANTE 

POUR T I  ' ANTIGENE ~ 3 0  

cette étape du travail expérimencal, nous avons 

eP-I-Ac +da ARN messagers de TI gondii et construit une 

banque d'ADNc pour essayer d'obtenir des clones exprmant 

C 
le(s) épitope(s) de l'antigéne P3-. 

Des tests immunologiques se sont avérés nécessaires 

pour caracteriser cet (ces) épitope(s) et pour confirmer 

la séquence de l'ADN cloné. 

2.1. Obtention de 1'ARNm de 

produits de traduction 

Après extraction, environ S'mg d'ARN total sont 

obténus B partir de 1010 tachyzof tes. Environ 3 3s dlAR.Nm 
- - ,., . -- A-&$- 

polyA* sont ' ~ S O L ~ S ,  

La traducti0n.de 30 pg d ' A m  total ou da 3 p g  d'A B 

poly-A* de tachyzoites dans la lY&t da. k&ticulocytes - da 
- 

- - 

l a p b  conduit & de nombreux produits. 

L 'i&opr&cipitatïon de ces pro&dts de traduct - 

avec- des sdiriuas humains de phase chronique et le %&rom d 
-- 

A 

lapin hyparinmnin dhmontre 1. synthhse in vitro da 

plusieurs antigàncs prot(iiques de T. pondii. Par contre, 

l'immunoprécipitation de ces mames produits avec les 

sérums de Lapin monospécifiques anti-P30 (purifiée par 



immunoadsorption ou par HPLC) ne révèle aucun de ces 

produits de traduction (Fig. 11). 

Nous avons effectué un marquage métabolique des 

tachyzoïtes à la 3 5 s  Méthionine en présence de 0,375 mM 

d8Actinomycine D (inhibiteur de la transcription) et 1 mM 

de cyclohexymide (inhibiteur de la synthèse protéique). 

L'effet de ces produits sur la synthèse protéique est 

vérifié après précipitation des protéines marquies à 

l'acide trichloroacétique (TCA) (Fig. 12) . Après 

inmunoprécipitation des extraits antigéniques marqués 

avec le sérum monospécifique de lapin anti-P30 purifié 

par HPLC, nous avons observé l'inhibition de la synthèse 

proteique en présence de cyclohexymide. Par contre, en 

présence dlActinomycine D, l'antigène P30 continue à être 

produit, ce qui démontre qu'il n'y a pas eu de 

transcription de cet antigéne à ce stade du métabolisme 

du parasite (Fig. 12). 

Ce résultat démontre par ailleurs que 1'ARN messager 

âe l'antigène P30 est minoritaire et très stable, 

expliquant l'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 l'antiqène P30 

Le dérivé du phage A g t l l  a permis l'expression de 

génes de tachyzoïtes sous le contrôle du promoteur Lac, 





--- - -  - - -- - 

FIGURE 12 : MARQVAdiS METABOLIQUE A LA # O S  MBTHIONINE DES 
TACHYZOITES EN PRESENCI Dg CYCLOHEXIMIDE ET 
ACTINOMYCINB D. 

Radioactivitb incorpor48 (aprdr prkipitation au TCA): 

Bn absmnce d'inhibiteur : 97e79.N cpai 
Bn presence de cycloh6ximide : 15113,36 cpra 
En pr6sence d'actinomycine D : 92874,83 cpm 

Immunoprbcipitation der prothines margu6es avec le s6rum de 
lapin anti-P30 purifihe par HPLC : 

1 : en absence d'inhibiteur 
2 : en prbsence de cyclohiximide 

: en pr6sence d'actinomycine D 



aprés fusion des ADNsc avec le gène de la P-galactosidase 

de E. coli (YOUNG and DAVIS, 1983) . 
Un échantillon de la banque en Xgtll a été inoculé 

sur la souche de E.  coli Y1090 à une dilution 

représentant I O 4  phages/boîte de 90 mm de diamètre. 

L'induction de l'expression de la protéine sous le 

contrôle du promoteur Lac a été déclenchée à 42OC en 
5 

prosence d'isopropyl-P-D-thiogalactopyranoside (IPTG). 

Les protéines synthétisées ont été adsorbées sur membrane 

de nitrocel~ulose. Ces ~embranes ont été ensuite incubées 

en présence d'un sérum de lapin polyclonal monospécifique 

anti-P30 (purifié par immunoadsorption) et les anticorgs 

ont été détectés par un second anticorps anti-IgG de 

lapin marqué à la péroxydase. 

Cette détection a permis d'identifier les phages 

recombinants dont l'insertion dlADNc a dirigé la synthèse 

d'une protéine ou fraction de protéine portant les 

épitopes reconnus par les anticorps anti-P30. 

Le criblage de 5 x 10s clones recombinants a révélé 

11 clones potentiels. Après purification et un nouveau 

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

2.3. Expression de la protéine recombinante 

Pour L'obtention de la protéine clonee, les 

bactériophages du clone P30.8 purifié ont été utilisés 

pour transformer la souche E .  coli Y1089 r-m+ lysogène 

pour le phage A .  L'induction des bactéries lysogènes en 
- 



- -- _ _ - - __ . _  _ _- - -  - 

1 : i b r 6 - d e  l i p i n  anti-Pl0 purIfI&e par BPLC (1/1@0) 
2 : sirui de lapi,n anti-P3# purifibe par iii.unoadaorption 
(l/l@@) 
3 : sCrum de lapin hyperinunun (1/10@) 
4 : s6rum de lapin sain (1/10$) 



milieu liquide a permis l'expression de la protéine de 

fusion et sa purification après lyse bactérienne. Le 

lysat a été analysé sur gel de polyacrylamide 8 % coloré 

au bleu de Coomassie. La protéine recombinante obtenue 

est d ' u n  poids moléculaire de 120 kDa, indiquant la 

synthèse d'environ 6 !<Da de la protéine de T. gondii (le 

reste étant constitué par la 8-D-galactosidase d ' E. coli 

codée par le vecteur) (Fig. 14). 

Ayant comme finalité vérifier la présence de la 

protéine clonée chez T. gondii, la protéine de fusion est 

d'abord séparée des autres constituants du lysat 

bactérien, induit par le lysogène P30.8, sur gel de 

polyacrylamide 8 %.  Plusieurs extraits de lysats sont 

déposés selon le nombre de sérums à 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 

lapin hyperimmun, un sérum de lapin infesté et des sérums 

humains de phase chronique -de la toxoplasmose 

reconnaissent cette protéine, ainsi que deux sérums 
- 

polyclonaux monospécifiques anti-P30, l'un dirige contre 

l'antigène P30 purifié par HPLC, l'autre dirigé contre 

l'antigéne P30 purifié Par chromatographie 

d'immunoaffinité. Ces sérums ont été épuisés contre un 

80 



KDa  

p . . .  . 
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AU BLEU DE 

- - - - -  - ------ 
3 , 4  et 5 : Trois prCparations diffbrentea d m  1- nrfitn-?e - - -  ------ -- 6- y*vb.Gs. 

f$jgi,-s recombinante P30 exprim4c dans E. coli ( f leche) 



lysat bactérien d'E. coli Y1089. Des sérums sains ont été 

utilisés comme contrôles négatifs. 

La reconnaissance de la protéine recombinante par 

cîs différents sérums démontre le clonage d'un épitope de 

l'antigène P30 de T. gondii (Fig. 15). 

La protéine recombinante a été utilisée pour 

l'immunisation de lapins. Par la technique 

d ' Immunof luorescence Indirecte, nous avons pu démontrér 

que les sérums anti-protéine recombinante reconnaissent 

la surface des tachyzoïtes. Un sbrum de lapin sain et un 

sérum de lapin dirigé contre une autre protéine 

recombinante de T. gondii produite chez E. coli ont été 

employés comme contrôles négatifs (Fig. 161. Ces mêmes 

sérums reconnaissent un extrait antigénique de T. gondii 

par la technique de "dot immunoassay" (Fig. 1 7 ) .  

2.4. Sous-clonaqe de l'insert P30.8 

Il était nécessaire dans une première étape de 

caractérisation du clone d'obtenir le fragment d'ADN de 

T. gondii cloné (insert) . 
L'ADN phagique du clone A gtll P30.8 a été isolé 

puis digéré Par l'endonucléase -RI. Après 

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

visualisé aux ultraviolets après coloration du gel dans 

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

déterminer selon la distance de migration, la taille 
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FI@- a 2 WGTBRXSATIm PAR IMWMO8LIBCTROTlüWSFBRT DE LA 
.memrn ~t~~ ~ 3 8 .  
- --p.-- - 

- -. - -- - - 
'i- - - . -  - * -  - . -  - 

- .  

1 et t t 5EÇrI)3&Qi@ai & Ir *-te P3# par le 

1 : lys* b.ctizt.rt die- 
2 : p r o t : 6 ~  arcorbinante Pm 

l 

3 et 4 : R.i)lmliaut%œ dr Sa ~ 3 @  par 1. ' 

s 6 r u  de L.pia'.nti-P3# purifi6e par BPrX: (1/109) 
3 : lyaat Q ' ~ . Q ~  
4 : prot6lne reccmbinrate t3# I . 1 

? 
i 

5 . 6 . 7  et 8 : R&v&lation de la protbine recombinante P30 par des . 
s4rumi humains prClev&s en phase chronique (1/1@4l) ( 5  et 6 )  ou 
sains (1/18@) ( 7  et 8)  



FIGURE 16 : RECONNAISSANCE DE LA SURFACE DES TACHYZOITES PAR 
LE SERUM DE LAPIN ANTI-PROTEINE RECOMBINANTE P30 EN 

IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE. 

FIGWRE 17 : RECONNAISSANCE PAR LA TECHNIQUE DE "DOT 
IMMUNOASSAY" DE L'EXTRAIT ANTIGENIQUE DE T. GONDI1 
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 : 

1 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-à-vis 

de témoins de poids moléculaires : échelle BRL 123 pb). 

L'insert a été ensuite extrait de l'agarose et sous- 

cloné dans le site EXRI du vecteur plasmidique pUC13. 

L'hôte bactérien utilisé, E.  coli JM109 est alors 

amplifié, le plasmide pouvant être ensuite extrait et 

digéré par -RI. La présence de l'insert dans pUC13 est 

vérifiée par électrophorèse en gel d'agarose 2 % 

(Fig. 18). 

2.5. Séquençaqe de J'insert du clone P30.8 et déduction 

de la séauence peptidique 

Pour analyser les séquences nucléotidique et 

protéique du clone P30.8, l'insert obtenu a été sous- 

cloné dans le phage Ml3 mp18. 

Le séquençage de l'insert par la méthode des 

didéoxynucléotides terminateurs de chaîne (SANGER et al. , 

1977) (Fig. 19)) a permis la caractérisation complète de 

la séquence qui comprend 154 paires de bases codant pour 

54 acides aminés, le cadre de lecture étant défini à 

partir de l'insertion dans le gène de la fi-D- 

galactosldaçe du phage Xgtll (Fig. 20). 

Cette séquence nous a permis d'observer que nous 

n'avions ni la partie N- terminale, ni la partie C- 

terminale de l'antigène P30. 

L'interrogation de banques de données de séquences 

(GENBANK, EMBL, NBRF) indique que cette séquence ne 
-. . 



'il 
?,.A . . m .  

< 4 .  

!2% x RIFICATION SUR GEL D'AGAROSE 2% COLORE AU BrEt'?? 
DE LA PRESENCE DB L'INSERT DU CLONE P30.8 DANS Lh -" 
CULOT BACTRRIEW ($.COLI JM 107) APRES INFECTION PAR 
LE PHAGE Ml3 AVANT LE SEQUENCAGE. L'AD# BACTERIEN A 
RTE DIGgRE PAR L'ENDOWUCLEASE E c o  RI. 

1, 2, 3 et 4 : phages Ml3 mp18 contenant le fragment de 
digestion RI de 164pb. 

3 
1 

5 : plasmide pUC 13 contenant l'lnsert bu clona P30.8 dig6r6 
par @ RI (contrble) . 



- -- - -- - - 

FIGURE 19 : GEL DE SEQUEWCAGE DU CLONE Pla 

1 ,Seguence du clone P30.8. 



FIGÜRE 20 : SEQ'JZNCZ DU CLONE '230.8. 

- .  Séquence complkmentaire de l'oligonucléotide. 

- * - - - * . :  Séquence du peptide (la thréonine en C-terminale a 
été remplacée par une cystéine). 



comporte pas d'homologies marquées avec des molécules 

déjà décrites. 

2 . 6 .  Synthèse d'un peptide contenant un (des) épitope(s1 

de l'antiqène P30 

La production de l'antigéne recombinant dans le 

syst&me d'expression Y1089 étant limitante aussi bien en 

termes quantitatifs que qualitatifs, nous avons envisagé 

la substitution de l'antigène P30 par des peptides 

obtenus à partir de la protéine clonée. 

Après analyse informatique de la séquence en acides 

aminés prédite par la séquence nucléotidique, un peptide 

a été synthétisé (Fig. 21). Ce peptide a la structure 

soulignée dans la séquence citée précédemment, mis à part 

que la thréonine N-terminale est remplacée par un résidu 

acétylcystéine pour faciliter le couplage aux protéines 

(Fig, 20). 

Aprés couplage à l'albumine bovine (BSA) par liaison 

covalente, ce matiriel a servi A immuniser des lapins et 

des souris. En utilisant la technique 

d'Immunofluorescence Indirecte, il a été possible de 

démontrer que les sérums ainsi obtenus reconnaissent la 

surface des tachy~oïtes~ Des- sérums de lapins et souris 

sains ont été- employés comme contrôles négatifs - - 

Parallèlement, le peptide couplé à la BSA a été 

utilisé pour cribler les sérums de malades infectés par 
- 



Proaram A N T I G Y N .  

. :- 
? *? 

- :-> . .- Li; ... -: 
A C :-> - .-. s-. 2 . f? # Zr v, 

Total-number of amino a c i d s  i s :  53. i 

A : Profil d'hydrophilicité 6u polypeptide complet. 

.;ncigsis tcne s n  ~zrzeiz sec~e-cc ?>CC?:? 

ïocai num~or of resiaues is: 53.  
The nernod useà is chac of :cg? ani Xoocs. 
-. ..>e aïeraçi~q ;roc? iençrk :s: 5 r .xi -2 ccics. 
- >  This is :ne v ~ l c e  reco:.xeniet =y  tie iui5zrs < -  

The tkroe 5:;hes: points of iycrîyh~lic::? are: 

Ah stands for: Avereçe hy<rophilïcity 

Note that, on 2 çroup O: control protolns, only the hiçhesr point was ia 103 
of the cases asslgzed to a known ancigenic croup. The second and third point: 
gave a proportion of 33% of incorrect prediccions. 

B : Prédiction des déterminants antigéniqueç. 

FIGURE 21 : ANALYSE INFORMATIQUE DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DU 
CLONE P30.8. 



Cnargec resïaues pro5: ie .  
h l p n a  he?ix Fropenslty. 
Bete snetc propensicy. 
Xeverse turn propenslry. 

For sequence P3B8PIP. 

Total numDer of amino zc iàs  i s :  53. 

C : Profil d'hydrophobicité du polypeptide complet. 

neiict: vneei r c - r e s e n z a t i o n  for sequence P308PEP.  

D : Représentation en alpha-hélice de la partie N-terminale du 
polypeptide. 

FIGURE 21 : ANALYSE INFORMATIQUE DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DU 
CLONE P30.8. 



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

I 
i 



T. gondii. Nous avons mis au point la technique de "dot- 

immunoassay" pour cribler ces sérums. Nous constatons que 

ce peptide contient un (des) épitûpeIs) de l'antigène 230 

reconnu(s) par les anticorps présents dans le skrum de 

malades atteints de toxoplasmose (Fig. 23) . 

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

Bien quo par des tests d'immunogénicité nous ayons 

pu mettre en évidence que l'insert cloné possède un 

épitope de T .  g o n d i i ,  il convenait néanmoins de vérifier 

la présence de cette séquence dans les acides nucl6iques 

du toxoplasme . 
Un oligonucléotide de 1 8  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 

après marquage au ? 3 * P  sur l'extrémité 5'OH par Kination, 

p e r m e t t m t  ainsi son rltilisacion dans des tests 

d'hybridation. 

Des tests d'hybridation ont été réalisés pour 

comparer le natériel synthétisé à partir du clone P30.8 

et les acides nucléiques de T. g o n d f i .  

L'o1igonuclé0ti.de marqué au T ~ * P  a été employé comme 

sonde dans 1 'hybridation par la technique de "dot-blot" 

avec l'ADN de T. g o n d i i  et avec l'insert provenant du 

clone P 3 0 . 8 ,  confirmant que la séquence déterminée existe 
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FIGURE 23 : RECONNAISSANCI DU PEPTIDE DE SYNTH~SB (AcetylCys, 
Asp, Phe, Ser, Arg, Leu, Met, Leu, Arg, Lys, Ala, 
Leu, Glu, Lys, Lys, Glu, Ala, Leu, Arg) CONJUGUE A 
LA BSA, PAR DIPFSRBWPS SECRWS. 

QuantitB de peptide conjugu4 dbpo.4 (A:120~&~, 8:6%ng, C:3Bng, - -  

D:lSnr~) - 

3- 

1 : s4rumt de lapin sain (1/10%) TF -- .= ., 
.1 

2 : a4rur 6. lapin anti-P30 purifibe par HPLC (1/10Ql 
3 : sbruri humain chronique 1 (1/108) 
4 : sbrusii humain chronique II (l/l@0) 
5 : rcbm humain iain 1 (1/100) 
8 : rbrwa humain sain II (1/180) 

lkaaarqua : h m  iabmsa quantitas de BSA pure ont montre une 
rOponre ndbgitivo avec les mCmes s6rums. 
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dans l'ADN de T. g o n d i i  et que la séquence de l'insert 

est correcte (Fig. 2 4 ) .  

L'insert marqué au a32 P par le système des amorces 

héxanériques d'ADN, a k t &  employé comme sonde dans 

l'hybridation avec l'ADN de T. g o n d i i  par "dot-blot" pour 

démontrer qu'elle est la fraction d'ADN qui contient une 

copie du gène codant pour la P30 (Fig. 253, 

L'ADN de souris a été employé comme contrôle 

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. g o n d i i .  

3. RECHERCHE DE LA COPIE DU GENE CODANT POUR 

L'ANTIGENE P30 

Pour essayer de trouver la copie complète du gène 

codant pour l'antigène P30, nous avons construit une 

banque génomique de T. g o n d i i ,  Pour limiter l e  criblage 

des clones, la banque a été construite à partir d'un 

fragment génomique contenant le ou une partie du gène 

d'intérêt. 



.Ai 

* 1 
- 

- - -  

FIPVltB 24 : R8COIO#AISSM1CB PAR 'W-BLOTm DB L'ADIB DE T. GONDI1 
PAR L ' O L I G O ~ L B O T ~ D B  (CC'POOACC63K:CACCWT) MARQUE 

* AU *'P. , - 
I 
l 7 7  

2 : AïBi de souri. 
3 : ADm de T. rioMi% 

8 ' -. -.. _.,_.,, d . L . _ I S C I L  -.---- -- -.- 



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

pour l'antiqéne P30 

Dans UR premier cemps, l'ADN de T. gondii a été 

digéré par les endonucléases -RI, m d I I I  et Sal 1. 

Après separation en gel d'agarose 1 % et transfert 

sur nitrocellulose, une hybridation a été effectuée en 

utilisant l'insert du clone P30.8 comme sonde radioactive 

l (selon la méthode de SOUTHBRN, 1 9 7 7 ) .  

L'analyse a~toradiographique démontre que la copie 

du gène codant pour l'antigène P30 se trouve dans la 

fraction de 1600 paires de base après digestion par 

=RI, de 3500 paires de base après digestion par 

mdIII et 5620 paires de base après digestion par U I  

(Fig. 26). 

La fraction issue de la digestion par =RI nous est 

apparue la plus intéressante selon le critère "taille", 

I pour la construction d'une banque génomique. 

L'ADN digéré par -RI a été déposé sur gel 

d'agarose 1 % et le gel a été coloré au Bromure 

d'éthidium. 

I 3 fractions de cette digestion ont été extraites de 

l'agarose : de 500 à 1000 pb, de 1000 A 2000 pb et de 

2000 à 5000 pb, Ces fractions sont ensuite testées par 

"dot-blot" en utilisant l'insert du clone P30.8 comme 

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

l employé comme contrôle négatif. 



FIGURE 26 : ANALYSE PAR "SOUTHERN BLOT" DE l'ADN DE T. GONDII 
APRES DIGESTION TOTALE PAR Eco RI, Sal 1 et 
m d  III ET HYBRIDATION AVEC L'INSERT DU CLONE 
P30.8 MARQUE AU "P. 

1 : Digestion par 1 
2 : Digestion par Eco RI 
3 : Digestion par H A d  III 

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 32P. 

L'insert marqué au 3 2 P  a été hybridé avec 1pg d'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 banque qénomique de la fraction 

de 1000 à 2 0 0 0  pb *l'ADN de T. q o n d i i  dans le - 

phase XqtlO 

' La fraction EcoRI de 1000 à 2000 paires de base de 

l'ADN de T. ( j o n d i i  a été insérée dacs le site U R I  du 

phage X gtlO. La banque ainsi obtenue a été inoculée sur 

la souche E. c o l 2  C600 Hf1 A une dilution e IO4 

phages/boîte de '90 mm de diamètre. 107 phages 

recombinants ont été ainsi obtenus. 

Un aliquot de IO5 recombinants a été étalé sur des 

boîtes et les phages obtenus ont été transférés sur 

membrane de nitrocellulose par simple contact avec la 

boîte. 

3.3. Criblaqe de la banque qénomique 

Les clones obtenus dans la banque génomique sont 

criblés après hybridation des membranes de nitrocellulose 

contenant une portion de l'ADN des phages XgtlO 

recombinants, en présence de i'insert du cione P30.8 

inarqué au a 3 = P  utilisé comme sonde radioactive. 

Après analyse autoradiographique, 70 clones positifs 

ont été reconnus par la sonde. Après amplification, l'ADN 

phagique des 70 clones a été isolé puis digéré par -RI. 

Une _électrophorése en gel d'agarose 1 % suivie d'un 



transfert sur nitrocellulose a été effectuée et l'insert 

est visualisé par autoradiographie, après hybridation en 

présence de l'insert du clone P30.8 marqué au a32P 

utilisé comme sonde radioactive (Fig. 2 8 ) .  

20 clones sont ainsi retenus. 

3.4. Détermination de la carte de restriction 

Pour pouvoir séquencer l'ADN du clone obtenu dans la 

banque génomique, il fallait obtenir des fragments bien 

déterminés. 
w 

Trois clones parmi les 20 clones obtenus ont été 

silectionnis (Sli., G35 et G42) . Les phages sont purifiés 

et amplifiés (Fig. 2'3). .\près extraction, les inserts 

sont sous-clonés dans le site =RI 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 

même sens (Fig. 3 0 ) .  

Le clone G42 a été choisi et la carte de restriction 

a été établie après digestion de l'ADN par les enzymes : 

A s T ,  mIf A-1, -HIl -RIl -RVf -dIIIt -1, 

-1, SacII, =If -1, -1, -1 (absence de sites de 

coupure) et -1, HincII, =If -I,PvuII, m I ,  -1 

(présence de sites de coupure) ( F i g .  31 et 32). 



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 3 *  P. 

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

2, 3, 5 et 7 : Clones contenant une partie du gene 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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FIGURE32 : CARTE DE RESTRICTION DE L'ADN GENOMIQUE CONTENANT 
LE GENE CODANT POUR L'ANTIGENE P30 ZT ÇTRATEGIE DE 
SEQUZNC.2-GE . 

Ac : A s  1; E : Eco RI; Hi : Q c  II; P : Pvu 1; Ps : Pçt 1 - 
(......:sites non positionnés); Pv : Pvu II; Ss : Sst 1; 
Xh : X& 1. 



3.5. Sous-clonaqe des fraqments de diqestion 

La stratégie de séquençage a été établie après 

analyse de la carte de restriction (Fig. 3 2 ) .  

Les fragments -RI-PçtI et PstI-mI ont été 

choisis en raison de leur taille et de leur distribution 

dans l'insert G42.  Les fragments - R I - G c I I  ont été 

choisis de façon à pouvoir séquencer la partie interne de 

l'insert G42 et recouvrir la séquence déterminée par les 

fragments mI-oçtI. 

L'ADN plasmidique contenant l'insert G42 est digéré 

par les différentes enzymes. 

Après une électrophorèse en gel d'agarose 1,2 % ,  les 

fragments sont visualisés aux ultraviolets après 

coloration du gel dans une solution de bromure 

d'éthidium. Les fragments obtenus sont d'environ : =RI-  

mcII 1100 pb et 500 pb, m R I - m I  500 pb et 4 2 0  pb, 

PstI-Pst1 350 pb, 200 pb et 100 pb. - 
Ces fragments ont été ensuite extraits de l'agarose 

et sous-clonés dans les sites adéquats des phages 

Ml3 mplO, Ml3 mpll, Ml3 mp18 et Ml3 mp19. La présence des 

fragments dans l'ADN des cellules hôtes prouve 

l'efficacité du clonage ( F i g .  33). 

L'hybridation des fragments de la digestion par les 

enzymes -RI et Pst1 avec l'insert du clone P30.8 marqué 

au a32P dCTP selon la méthode de SOUTBERI (1977) a révélé 



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 Ml3 
AVANT LE SEQUENCAGE.LIADN BACTERIEN A ETE DIGERE 
PAR LES ENDONUCLEASES Eco RI ET H A c  II. 

1 : Plasmide pUC 19 contenant l'insert du clone génomique 
digéré par Eco RI et H&c II (contrôle). 

2 à 5 : Phages Ml3 mp18 contenant le fragment de digestion 
Eco RI + H>c II de 1100pb. 

6 à 9 : Phages Ml3 mp18 contenant le fragment de digestion 
Eco RI + m c  II de 500pb. 



7-  r lC -URE 34 : RETRESENTATION GRAPiiIQUE DE LA LECTURE DU GEL DE 
SEQUENCAGE DANS LE SYSTEME APPLIED. 



FIGURE 35 : RECHERCHE DE LA LOCALISATION DU CLONE P30.8 DANS 
LES FRAGMENTS DE DIGESTION Eco RI + Pst 1 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 + 1 qui contient la sequence nucléotidique 
de l'insert du clone P30.8 par hybridation avec cet insert 
marqué au P. 

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

2 : pUC 19 contenant l'insert du clone génomique digere par 
Eco RI (contrôle). 



une seule bande, le fragment mI-PçtI de 350pb 

(Fig. 35). 

3.6. Séquencage des fraqnents de diqestion 

La séquence partielle du gène codant pour l'antigène 

P30 obtenu dans la banque génomique est ainsi dkterminée. 

Le séquençage de 1 'insert G42 a été effectué par la 

méthode des dldéoxynucléotides terninateurs de chaîne 

(SAIGXR et al., 1 9 7 7 )  (Fig. 3 4 )  . 

La déduction de la séquence du clone Go2 a été 

obtenue. Les cadres de lecture établis ont été comparés A 

celui du clone 230.8 (Fig.  36) . 
Un cadre de lecture probabie pour la séquence 

peptidique de l'antigène P30 est établi. 

Le résultat ainsi obtenu permettra l'obtention 

d'autres épitopes de l'antigène P30 ainsi que la 

détermination de la localisation du gène codant pour cet 

antigène dans le génome de T. gondii. 



FIGURE 36 : SEQUENCE DU CLONE GENOMIQUE. 

Czcte séquence est actuellement soumise en annexe 6u brevet 
"Clonage et séquence de la P30 de T.qondiiM déposé en France 
le 24 Juin 1988, sous le numéro 8808535. 



DISCUSSION 



Notre travail a demandé une approche 

rnultidisciplinaire. Il a été nécessaire à la fois de 

recourir à des approches biochimiques pour étudier 

l'antigène P30 afin d'aboutir A sa purification et A 

une meilleure carôctérisation, A 6es approches 

immunologiques pour la production de sondes anticorps 

et d'étudier la réponse humoraie contre les molécules 

recombinantes produites, et à des approches de biologie 

moléculaire qui ont abouti 3 l'obtention de clones 

contenant une partie du géne codant pour l'antigène P30 

et qui ont permis d'étudier la production et 

l'expression de protéines recombinantes. 

1. L'ANTIGENE P30 

Différentss études ont montré l'existence d'une 

molécule de masse moléculaire apparence située entre 27 

et 35 kDa appelée P30, représentant l'antigène majeur 

Se surface de Toxopl asna gondl i ! H A H D Y X H I  and RKMIBGTIK , 

19805 ; SE??!: et al., 1980 ; J O S N S O N  et al., 1981b ; KILSPSI 

et al., 1983 ; RODRIEUBZ e t  al., 1985 ; COUYRBUR e t  a l . ,  

1988) . 
Les résultats présentés dans ce travail montrent, 

par analyse électrophorétique bidimensionnelle de 

1 'antigène P30 purifié par HPLC que deux molécules -de 



même poids moléculaire apparent (30 kDa) mais de pI 

voisins (7,84 et 8,071 sont observées. 

Après irnmunoprécipitatlon des produits du marquage 

nétabolique avec des sérüns de lapin hyperimmun, des 

sérums de lapin anti-P30 (purifiée par immunoadsorption 

ou par HPLC) et par l'anticorps monoclonal anti-P30 G5- 

54, on observe la reconnaissance des deux mêmes 

molécules trouvées dans l'antigène P30 purifié par 

HPLC. La présence de plusieurs molécules dans 

l'antigène 230  a également Sté démontrée par HABDIIAN et 

RENIIGTOH (1980b) et KlSTEl (1987). 

La reconnaissance des deux molécules de l'antigène 

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 

même partie peptidique avec différents degrés de 

glycosylation ou de phosphorylation, quoique de tels 

"processings" post-traductionnels restent à étudier. Ce 

polymorphisme gourrait égzirmezt être attriSu= à cae 

différence de quelques acides srninés dans la 

composition de la partie peptidique ou à la formation 

de ponts disulfures dans une proporcion telle qu'il 

pourrait y avoir un changement de pI mais pas de poids 

moléculaire apparent de la molécule. 

La présence de ces deux molécules pourrait 

expliquer l'observation de RODRIGUE2 et al. (1985) qui ont 

montré par un test "double-site" avec l'anticorps 



monoclonal anti-P30 G5-54 que l'antigène P30 contient 

une région immunodorninante composée de deux ou 

plusieurs épitopes identiques. 

2 .  LE TRAVAIL DE CLONAGE 

L'obtention des produits de traduction à partir de 

1'ARN de 2'. gondii a nécessité le recours à plusieurs 

méthodes différentes d'obtention du parasite, puis de 

stimulation in v i  tro des tachyzoïtes . Néanmoins, le 

produit de la traduction de l'sntigéne P30 à partir 

d'un système de traduction i n  v i t r o  de réticulocytes de 

lapin n'a pas pu Stre détecté par nos sondes anticorps. 

PEIXCE e t  al. (1985) ont traduit i'ARNm de T. gondii 

en utilisant un extrait de germe de blé comme système 

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 l'antigène majeur de surface, P30. 

Néanmoins, nous savor,s aujourd'hui que le produit de 

traduction de 24 kDa correspond en réalité à la 

protéine native excrétée-sécrétée de 23 kDa clonée dans 

notre laboratoire (CBSEROh-DELAÜI et al. , 1988 1 . 

Pour ce qui concerne l'absence d'un produit de 

traduction correspondant à l'antigène P30, nous pensons 

que 1'ARN messager codant pour cette molécule (dans nos 

conditions d'isolement des ARNs) est très minoritaire. 

En effet, nous avons pu isoler après un criblage de 



500.000 recombinants qu'un seul clone exprimant une 

partie de cet antigène. D'autre part, il a été démontré 

dans notre travail que 1'ARN messager codant pour 

l'antigène P30 ne pouvait être mis en évidence par les 

techniques de "Northern Ellot" classiques. Cette 

observation est contraire à celle de ElOCTiiRCYD (1988) 

(communication personnelle) qui affirme avoir isolé de 

nombreux clones correspondant à l'antigène P30, à 

partir d'une banque d'ADNc (1/200 recombinants). 

LIS produits issus de notre travail de clonage, 

c'est-à-dire soit la ;>rotbine recombinante de 6 kDa, 

soit le peptide synthétise à partir de la séquence 

nucléotidique, sont reconnus par des sérums anti- 

T. qondii. De plus, les anticorps produits contre ces 

molécules sont détectés à condition d'utiliser des 

techniques très sensibles où l'antigène se trouve dans 

sa forme native et où une tr&s petite quantité 

d'anticorps suffit pour le mettre en évidence. Ainsi, 

les techniques d'iiimunofluorescence indirecte et de 

microscopie électronique nous ont permis d'observer une 

reconnaissance de la surface des tachyzoïtes, ce qui 

correspond à la localisation de l'antigène P30 natif. 

Là encore, nos observations sont contraires à celles de 

BOOTHROYD (1988 ) (communication personnelle) en ce qui 

concerne le sérum produit contre sa protéine de fusion 

qui ne reconnaît pas la surface des tachyzoïtes. 



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 concre la fi-galactosidase et 

contre le lysat bactérien d'E. c o l i  contaminant. 

Ceci souligne la nécessité d'utiliser des vecteurs 

plus performants pour l'expression des protéines de 

fusion comne par exemple le vecteur développé par la 

Société Transgène qui contient une protéine exprimée 

fusionnée avec les 14 premiers acides aminés de la 

protéine phagique .CI1 sous le contrôle du promoteur PL. 

Ceci diminue les encombrements stériques provoqués par 

une protéine de fusion trop grande qui devient la 

r4ponse immune envers une protéine recombinante très 

minoritaire. L'efficacité de ce système dans le cas de 

la protéine recombinante P24 a été démontrée par 

M. F . CBSBRON-DBLAUII (1 98 8 ) (communication personnelle) dans 

notre laboratoire. En ce qui concerne la purification 

de la protéine ds fusion du lysat bactérien, d'autres 

vecteurs peuvent être employés. Dans le vecteur 

PRITT11, la P-galactosidase est remplacée par la 

protéine A dans la protiine de fusion qui pourra être 

purifige sur colonne de IgG Sépharose (Pharrnacia) - Le 

vecteur PMS code pour une 8-galactosidase active, qui 

peut être purifiée à partir d'une colonne greffée avec 

un inhibiteur de j3-galactosidase. 



Dans le cas des peptides de synthèse, la 

difficulté de production d'anticorps plus facilement 

détectables pourrait s'expliquer par le fait qu'il peut 

y avoir une différence àe présentation entre les 

épitopes du peptide de synthèse conjugué ou non à une 

protéine porteuse et de l'antigène natif. Un ensemble 

de. peptides diffkrents est envisageable pour la 

production d'anticorps. 

L'anticorps monoclonal anti-P30 G5-54 ne reconnaît 

pas les épitopes présentés dans ia protéine 

recombinante ni dans le peptide synthétisé. Le fait que 

ce nême anticorps ne reconnaît pas par la technique 

d'immunoélectrotransfert la protéine native après 

réduction au fi-mercaptoéthanol suggére que cet 

anticorps est dirigé contre un épitope conformationnel. 

Il n'est donc pas surprenant que cet anticorps 

monoclonal ne puisse pas reconnaître la protéine de 

fusion ni le peptide de synthèse. D'une part, l'épitope 

reconnu par l'anticorps monoclonal pourrait ne pas être 

présent chez la protéine de fusion et le peptide, et 

d'autre part, s'il existe, il pourrait être présenté 

sous une configuration très différente de celle 

existant dans l'antigène natif. 

La séquence nucléotidique du clone exprimant une 

partie du gène codant pour l'antigène P30 est correcte 

et présente chez T. gondii car les résultats 

d'hybridation soit avec l'insert de 164 pb marqué, soit 



avec l'oligonucléotide synthétisé à partir de cette 

séquence reconnaissent l'ADN de T. g o n d i i  dans des 

conditions très drastiques de lavage. 

Dans le but de l'obtention d'un clone plus 

complet, le recours à une banque génomique de T. g o n d i i  

a été nécessair2 et nous a permis de progresser dans le 

séquençage du gène codant pour l'antigène P30. Le clone 

de 1600 pb obtenu à partir de la digestion complote de 

l'ADN de T. g o n d i i  suggère que le gène codant pour 

l'antigène P30 est présent dans une seule copie. Il 

roste à déterminer si tout le gène codant pour cet 

antigène est présent dans ce fragment de 1600 pb. 11 

reste également à vérifier la présence d'introns dans 

ce gène. Par ailleurs, le clonage des gènes codant pour 

l'alpha et la bêta-tubuline de T. g o n d i i  par NAGEL et 

BOOTXROYD (1988) a permis de démontrer la présence 

d'introns multiples avec des signaux de sites 

d'épissage 5' et 3' conservés. Ceci indique que le 

clonage de protéines de T ,  g o n d i i  utilisant des banques 

construites A partir de l'ADN génomique est, bien 

qu'envisageable, beaucoup plus aléatoire que par 

exemple dans le cas de Plasmodium f a l c i p a r u m ,  pour 

lequel les rares introns ont toujours été uniques pour 

un g&ne donné et situés près de l'extrémité 5 '  du géne 

(FARAIDO e t  a l .  , 1986) . 
Quelques acides aminés de la partie N-terminale de 

l'antigène P30 ont été déterminés par A-. -TARTAR (1988) 



(communication personnelle) il faudra trouver la 

séquence nucléotidique correspondante à ce peptide dans 

le clone génomique. 

3 .  APPLICATIONS DE NOTRE T R A V A I L  

Il est maintenant clairement établi par des tests 

E.L.I.S.A. (enzyme-linked immunosorbent assay) que tous 

les sujets atteints d'une toxoplasmose récente ou plus 

lointaine ont des taux significatifs d'anticorps anti- 

P30 à'isotypes IgG et/ou IgM (REiYINCT09 et al., 1 9 6 8  ; 

CAMARGO et a l  . , 197 6 , 197 8 ; NAOT and RKMINGTOFI , 19 8 0 ; DKSMGlTS 

et a l . ,  1981 ; RGDSIGUBZ et al., 1985 ; SBBTORO et al., 

1985 ; CESEBGN 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 aiguë a été réalisé 

dans notre laboratoire par CESBKOlP et al. (1985). C e  

test, très important chez les femmes enceintes à risque 

de toxoplasmose congénitale, est commercialisé sous le 

nom de PLATELIA-TOXO IgM par Diagnostics Pasteur (France) 

(Fig. 37)- 

Les produits de clonage de l'antigéne P30 

pourraient, après un marquage enzymatique direct, être 

utilisés dans un test diagnostique de nouvelle 

génération. C e  test, basé également sur l'immunocapture 

des IgM sériques, serait d'une part plus fiable et 



spécifique, permettant de s'affranchir des nécessité de 

préparation d'un extrait antigénique de toxoplasmes et 

de production de l'anticorps monoclonal (Fig. 3 8 1 .  

Récemment, dans notre laboratoire, DECOSTER et al. 

(1988) ont décrit l'existence d'anticorps de classe IgA 

dirigés contre l'antigène P 3 0  et démontré la 

possibilité d'utilisation de ces anticorps comme 

marqueurs de toxoplasmose aiguë et congénitale. A la 

suite de ces travaux, un test d'immunocapture IgA basé 

sur le test d'i-mnunocapture IgM de CSS3RGii et al. (1985) 

sera développé. Là aussi, les produits du clonage de 

l'antigène P30 seraient utiles pour les raisons citées 

ci-dessus (Fig. 3 8 ) .  

L'association de nos différentes recherches pourra 

servir à l'amélioration de la fiabilité des tests 

diagnostiques 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, ec d'autre pa ïL  12s 

avortenents thérapeutiques non nécessaires, basés sur 

des indications insuffisamment établies. 

La recherche d'un vaccin contre la toxoplasmose 

est une autre préoccupation majeure. Les propriétés 

potentiellement protectrices de l'antigéne P30 ont déjà 

été démontrées premièrement chez la souris par SBARHA 

et al. (1984) et dans notre laboratoire par SAETOKO 

et al. (1985) qui ont démontré l'augmentation du temps 



Des anticorps anti-IgM humains sont 
adsorbés à la plaque . (A) 

Le sérum humain est ajouté. Les anti- 
corps d'isotype IgM adhèrent aux anti- W ,,M.(,, 

Addition de l'extrait antigénique de, 
T-qondii contenant l'antigène ?30.iVI 
Les antigènes reconnus par les I g M  
anti-toxoplasme (notamment l'antigène 
L 3 0 )  sont retenus. 

1 n E I  Addition de l'anticorps monoclonal 

12; 1 G5.54 anti-P30 conjug;8 à un enzyme 
qui se fixe de façon spécifique sur 
1 ' antiqène ~ 3 0  .(\/E) - 

' a'.. 
Addition du substrât de l 'enzyme ( 0 ; : )  , 
production d'une réaction colorée et 
lecture au spectrophotomètre. 

FIGURE37 : TEST DIAGNOSTIQUE 3E LA TOXOPLASMOSE AIGUE 
(PLATELIA TCXO IgM-DIAGNOSTICS PASTEUR). 

Des anticorps anti-IgM (ou anti-IgA) 
humains sont adsorbés à la plaque-(A) 

Le sérum humain est ajouté, Les anti- 
corps d'isatype IgM (ou IgA) adhèrent 
aux anti-IgM (ou anti-IgA) .(VI 
Addition de la protéine recombinante 
0 3 0  ou des peptides de synthèse con- 

1:: 1 jugués à un enzyrne(v:) qui se fixent 
r~ de façon spécifique sur les I g M  ( ou 

IgA) anti-P30 présents dans le sérum- 

Addition du substrat de 1 ' enzyme (:***), 
production d'une réaction colorée et 
lecture au spectrophotomètre. 

FIGURE38 : TEST DIAGNOSTIQUE DE NOUVELLE GENERATION POUR 
LA TOXOPLASMOSE ( DETECTION D'IgM OU D'IgA ) 
UTILISANT LA PROTEINE RECOMBINANTE P30 OU LES 
PEPTIDES DE SYNTHESE. 



de survie de rats athymiques (Nu/Nu) qui ont reçu un 

transfert passif d'anticorps monoclonal anti-P30 G5-54 

avant l'infection par T. gondii. De plus, 5'. SANT020 et 

D. DEiSLZB (communication personnelle) ont protegé de 

façon significative la souris Balb/C contre une 

infection par T. gondii, après l'immunisation préalable 

des souris avec 50 pg d'antigène P?O purifié par 

immunoadsorption. 

Après confirmation des propriétés 

immunoprophylactiques de - 3 0 ,  l'utilisation des 

produits du clonage de cet antigène pourrait être 

envisagée lors de l'élaboration d'un vaccin anti- 

T. gondii. 





CONCLUSION E T  PERSPECTIVES 

Nos études concernaient le clonage et le 

séquençage du gène codant pour l'antigène majeur de 

surface des tachyzoïtes P30. 

Les travaux expérimentaux ont abouti aux rhsultats 

suivants : 

- l'obtention de l'antigène P3G purifié 

- l'observation que l'antigène P30 est constitué 

de deux molécules de même poids moléculaire et de p I  

voisins 

- la production de sérums de lapin polyclonaux 

monospécifiques anti-P30 

- la construction des banques d'ADNc et génomique 
de T. g o n d i i  

- l'obtention d'un clone d'ADNc exprimant une 

partie de l'antigène P30 

- l'obtention d'une protéine de fusion contenant 

un (des) épitope(s1 de l'antigène P30 reconnu par des 

sérums humains d'infection 

- l'obtention de siruins dirigés contre cette 

protéine de fusion qui reconnaissent la surface des 

tachyzoïtes 
.- 

- le séquençage d'une portion du gène codant pour 
1 ' antigéne P30 

- la synthèse d'un peptide également reconnu par 

- des sérums humains d'infection 



- l'obtention d'un clone génomique contenant une 

copie plus complète du gène codant pour l'antigène p30.  

L'utilisation soit de la protéine recombinante 

obtenue chez E .  coli, soit du peptide de synthèse dans 

des tests diagnostiques de la toxoplasmose peut être 

envisagée. Les perspectives issues du présent travail 

concernent d'une part l'amélioration des tests 

sérologiques de la toxoplasmose, et d'autre part la 

mise en évidence directe des parasites par une nouvelle 

génëration de tasts diagnostiques basés sur les 

techniques d'hybridation in s i t u  à l'aide de sondes 

oligonucléotidiques. 

La caractérisation de la molécule 030  par 

microséquençage de ses acides aminés constitutifs et 

par séquençage complet du gène codant pour cet antigène 

devra être poursuivie en vue d'établir une cartographie 

peptidique complète des épitopes immunodominants de 

l'antigène P30. 
I 

L'utilisation des peptides ou protéines 

recombinantes issus de cette caractérisation dans les 

tests de diagnostic (notamment le test d' immunocapture 

mis au point dans notre laboratoire) nécessitera avant 

tout une analyse fine de la reconnaissance de ces 

produits par les anticorps surtout de classe IgM et de 

classe IgA. Ainsi, ces peptides pourraient être 

employés dans la fabrication d'un réactif plus fiable 



et moins coQteux pour le diagnostic sérologique de la 

toxoplasmose. 

Une technologie nouvelle d'amplification de 

séquences d'ADN, la réaction en chaîne de l'ADN 

polymerase ( P C R )  est envisagée actuellement (WONG 

et al., 1987). Par cette méthode, il sera possible de 

détecter la présence d'ADN provenant de T. gondii parmi 

l'ADN extrait de cellules infectées, même à très faible 

taux, en utilisant des sondes oligonucléotidiques 

spécifiques, 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 

inalades atteints de SIDA, pour lesquels le diagnostic 

sérologique n'est pas applicable. 

Les propriétés immunoprophylactiques de cette 

molécule ne sont pas à exclure. Les produits du clonage 

de l'antigène P30 pourront également être employés dans 

plusieurs xodèles d'Lxnunisation expériznentaux en vue 

de la détermination de leur pouvoir vaccinant, 



APPENDICE TECHNIQUE 



1.1. EXTRACTION DES ANTICENES MEMBRANAIRES DE 

TACHYZOTTES 

ua souche virulente RH de Toxoplasma 

maintenue par des passages bihebdomadaires dans la 

souris SwHss. Les parasites sont r4coltés A partir du 

pbritoine des souris infectées trois jours auparavant. 

Ils sont passés sur filtres de polycarbonate, 3 Pm 

(~ucleopore) 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 

(NazHPO4 10 mM, NaCl 150 mM pH 7 , S )  contenant 0,s % de 

Nonidet NP40 (Sigma) et 100 UJml d'aprotinine (Sigma). 

Après une incubation pendant 1 h à 4OC,  l'extrait est 

centrifugé A 10.000 g pendant 20 min. 2L 4 O C .  Le 

surnageant est utilisé nay la suite comme 'source 

d-ntigéne P30. 

1.2. EXTRACTION DES ANTIGENES MARQUES DE TACHYZOITES 

Après marquage, le culot de tachyzoïtes est repris 

dans une solution de SlSS 2 % ,  Tris 5 m M ,  pH7.2 et 

chauffé 2L I0O0C pendant 3 min., Les antigènes extraits 

sont diluks avec du T23TE (Tris 5mM pH 7 , 2 ,  

NaCl O, 15 M, Triton 1,7 %, kZLITA 2 mMJ jusguD& une 

concentration finale de SDS de 0;3 Cette preparation 

est utilise@ par la suite dans la technique 



1.3. PURIFICATION DE L'ANTIGENE P30 PAR CHROMATOGRAPHIE 

LIQUIDE DE HAUTE RESOLUTION (HPLC) 

L'extrait total de tachyzoïtes (500 HI) est 

injecte sur une colonne Vydac CL a ( 4 , 6  x 250 mm) avec 

une porosité de 300 A et des microbilles de 5 gm. 

L'élution est effectuée avec un melange de 
1 

CH3 CN/Ha O/CF3 COOH (5/95/0,05 par volume) pendant 12 

min. : puis pendant 180 min. avec un gradient linéaire 

5-80 % de CH3CN, cette concentration maximale &tant 

naintenue pendant 5 min. Le pic contenant l'antigène 

P30 est ilué à une concentration en CH3CN de 3 4 , 4  % 

agrés 90 min. 

4 

D'II4blUHOAFFINITE 

- L'antigéne P30 a été purifie exactement comme 

decrit par SIfPtOXO et a l .  (1985) . L 'anticorps monaclonal 
(EAb) est f i x e  au support d'affinité (PratSine A- 

Sbpharose CI-dB, Phakrmacia) glctivls par la 

glutaraldOhyda (Boehringerf suivent lar reccmmandations 

est  s e n m i s  grn ~ ~ a ~ g a e c ~ n  dans du I ~ C E  O ,9 % t5- a)' 

contenant le iaiab & 28 ag/ml. Agréar u s  intza&atisrn de -- 

4 h A tewp&rature anbiante sous a g f t a t f ~ ~ ,  18 ~ a l  est 

transvasé dans la colonne ckroznatcqrap.hique et lave 

avec du NaCE 1 , 5  % jusquS8 ce gua la D.O. d;e I1i&luat 



soit inférieure 3,005. Les groupements ald&hydes 

libres résiduels sont saturhs avec de l'éthanolarnine- 

Hel O ' " '-" 5) +mdanL 1 h. Aprés des lavages 

succ 50 ml de NaCl 0,9 %, 50 ml de 

glycocolle u, 5 M, QH 3,75 et 100 ml de NaCl 0,9 % ,  

l'immunoadsorbant est stocké A 4OC. 

La purification de la P30 es tuée pendant 
g; $*;@ 

une nuit 4QC en faisant circuler 10 ml d'un extraid,: 
- 

total de tachyzérZtes de T. g o n d i i  (200 mg) sur la ----- ------- -. -- - - --- - - - - - - ---- - -- --- ---- - - - - - - - -  - - G . - - -  - 

colonne d ' immunaadsorbant en circuit fermé. avFc, un. 
S. 4.5 * < 1- ,  6 .  'rçi' t ""2 &'. 
A"---. .--. -.Sc-*-w,, 

' r i  

débit de 2 ml/h*. Le systeme chromatographique ;">est 

ensuite ouvert et la colonne est lavée avec du 

NaCl 0,9 %. L'antigéne lié spécifiquement Èi 

l'immunoadsorbant est élu4 A l'aide de la triéthylamine 

CgH 11,5) et neutralisé rapidement avec du HC1 

. Le matériel est dialysé pendant 16 h dans 1 1 de 
PBS pH ? , S .  La P30 pure est stockée 4 - 

.- . + 

L ' A m  total est df  abord extrait suivant la dthode 

à7AIIFPR$Y et RSEtOW C1980I. Les tachyzwltes sont lys$s par 

addition d'une solution de LiCl 3 W ,  H4patine 200 p g / m 1 ,  

-acbtate &e sadi=turr 10 rn l l  pH 5 ,  Sas 0,1 %. 

A ~ B ~ C S  honncrg&n&isatian & a s  -un a p ~ ~ e i l  da Pottex- 

ElvsAjem et cansarvation toute 1 nuit A 4*C  pour 

précipiter las ARNn, le lysat est centrifugb B 16.300 g 
- .  

pendant 40 min. - 8  4OC. Le culot e s t  lave deux fois par 
- - -  



remise en suspension dans une solution de LiCl 4M, Urbe 

3M puis de nouveau centrifugé 4 16.300 g pendant 

40 min. à B Q C .  Le culot est ensuite dissous dans de 

l'eau, la solution est amenée h O,l M en acetate de 

sodium pH 5 et $ 0,l % en SDS, et extraite 

successivement avec un volume de phénol saturé en eau 

e' un volume de phénol-chloroforme. La phase aqueuse 

est finalerrient amenbe à 0,2 M en acétate de sodium 

pH 5, guis I 'ARN est prhcipité par 2,5 volumes 

d'éthanol à -20°C pendant une nuit. 

Les ARNs messagers poly A+ sont séparés de l l k R N  

total par deux chromatographies successives sur oligo 

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

(1977) . 

1.6, OBTENTION ' DE L ' ADN DE TACHYZOITES 

L'ADN de tachyzoïtes est obtenu suivant la m6thode 

de JOinaSOl et al. t1986a). 1 à 5 x I O 9  tachyzoïtes sont 

l y s ~ s  dans 10 ml d'un tantpon TRIS-HC1 pH 8 7 ,5  rrlH, EDTB 

7 , 5  mM, SDS 1 %, grotéina'se K 20 v g / m l  gc&csnt 3 h àt 

2 ml de pexehrarata &a scrdiw éEa sont adkUtiozl;n&s 

et le DMA % a r t  abtanu-aprh extr&ctf@a rveo uns su2ution 
- 

L'ADN de tachyzoïtes est s&gar6 de l'MM de souris 

---contaminant -agrés ultracentrifugation & 18 000 g 



pendant 16 h A 20°C dans un gsadie-~t iaspycnlque de 

Chlorure de Césium contenant un colorant fluorescent 

(HOBCEST 33258) . L'ADN de T. gondi i  se distingue comme 

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

1.7. SOUCHES BACTEXIENHES 

La souche utilishe comme h6te pour le phage lambda 

gtll est 1. coli Y1090 ( E .  coli U169 proA* lori 

ara Dl39 &A sug F [trgC22 : :TnlO] (pMC9) 1 .  

Pour l'obtention de souches lambda gtll lysogénss, 

on utilise El eofl  Y1089 CE. col2 & U 169 pra A+ 

lan ara Dl39 a A hfl A 150 [chr::TnlO] (pMC9) 1 .  

La souche S. col2 JM107 ( E .  coli lacpro, Al, 

gyr A96, m - 1 ,  hJd R17, sup E44, Al, F f r  tra D36, 

AB+, lac l q  H15) a 4té choisie gour la 

tzansforaation par les plasmides p W 1 3  et pUCl.9. 

ta souche B. coli CG00 hfl : s ~ r )  E44, a - 1 ,  

l a B 6 ,  lac YI, Aal, ths 1, h f l a  A150, Chr : TnlO a 

1.8. VECTEURS DE CLONAGE 

Le phage lambda g t l O  (AsrlXl Ob527srlX3 iaiw434 

(-1 434' ) ~rIX4~srIX5~ est u t i l i s é  comnre vectaur pour 

la construction de la banque génomiqus. _ 
- 

la construction de la banque de CDML le 

phage lambda gtll i& 5 (Shind TII 2-31 a A 3 * c S 8 5 7  

splX4O nin 5 SJ~J~O 100) a. ét4 choisi. - 



Pour l'obtention de 1'ADM monocaténaire, pour le 

Ml3 mg18, et Ml3 np19 ont QtB utilis6s. 

Pour l'amplification des fragments clonths, las 

plasmides pUC13 (& 2 Amgr gMB1) et pUC19 ( W Z  AmpS 

pMBI) ont été utilisés. 

1.9. ENZYMES DE RESTRICTION 

Les endonucléases de restriction, l'ADN ligase du 
.- .. . . ,  

-=--y ---*.- .-.-.- - -&-.-&.., 7.- .-y - 
phage T4, 1 'ADN polymérase de ? KZsnow, X'ADN c, 

-. 
polymérase I, la Séquenase (ADN Polymérase de T7 ) , la ' 

Ts polynucléotide kinase, la désoxyribonucléase libre 

d'activité ribonucléasique, les ribonucléases, la 

grotéinase K et le lysozyme proviennent de chez 

Amersham, AppligBne, Biolabs, Boehringer, BRL ou 

Touzart Matignon, et sont utilisés selon les- 

recommandations prescrites par le fabricant. 

2. SYNTHESE DE PEPTIDES 

Le peptide correspondant à la &uence 6-terminale 

du clone est synthétisé en phase solide (ME311fFIBLDf 1963) 

et Iss groupemcgpts actifs sont grot8g4s. Agrés clivage 

avec du HF, le peptide est purifié gazr gel. filtration 
- 

s u  Fractog-el- TSK-Wwet8-S--(Merck) en gr6setnetat -de n61 gS2 
. . 

puis lyoghilis6. La pureté du peptide est v d r i f i e e  par 

chromatographie en qouche mince et par HPLC en phase 



# des acides amin6s aprha hydrolyse acid 

Le peptide est conjugué à l'alb 

glutnraldthhyde : le peptide (1,s vmole) est 

8 eissous avec la protéine porteuse ( 2  mg) dans un tampon# 

uotidiennement pendant trois j 

onstante. Aprés quatre jours, 

utilisant la méthode aux cyano&thyl-phosphoramidines 

(GIIT, 1984) . 
L'oligonucléotide synthétisé est sépare de ces 

contaminants sur gel de polyacrplamide-urk (cf. 5.1.3) 

slgrés élimination du groupe diaétboxytrityl en milieu 

se4tique. L ' oligonucl4otide est visualis& sous 

ultraviolets et ensuite extrait de I'acryléunide par 

trfturation et agitat ion pendant 16 fI dans du taspan 

TrisBCl 0.1 PT. EDTA 50 ml( pE 23. Le mrt8risl est 

dialyse, precipitk 4 l'bthanol et conserve A - 2 O 0 6 .  



Qn ajoute  ensuite au milieu de cette culture la 

méthionine rnarqu#e (225 p C i  par tube) et on incube à 

nouveau 37OC sous agitation douce. Au bout de 1- h ,  

ajoute dans chaque tube 15 y1 de méthionine et 15 pi de 

eyst6ine avant da replacer les tubes à 37°C sous 

agitation pendant 1 h 30 m5n.. àprés centrifugation h 

3000 g pendant 10 min;, on r6cupdre Tes culots 

contenant les parasites entiers et on Iss  traite corne- 

decri t gr6cédemwent (cf. 1.2) - 



4.2. MARQUAGE DES ANTIGENES MEMBRANAIRES DE TACHYZOITES 

PAR LE i 2 5 1  - 

La méthode de marquage utilisée est une 

modification de la methode utilisant le IODOGEN decrite 

par HOWARD et al. (19783 . Les tachyzoites sont lavés deuri 

fois par du PBS 0,01 M pH 7,2. 

On dissout 1 mg de IODOGEN (PIERCE Chernical Co. ). 

dans 10 ml de chloroforme et on transfère 625 p l  de 

cette solution dans un tube en verre. On évapore alors 

le solvant sous -courant d'azote et on ajoute IO8 
9 "'. . + ',, "'Fy 'r , <b ' , ;L r * .>  

' c S * <  ,, ;;> : , &,? c ,+ *. y,,. * .,Ti, $$; ,, . gf J c 

tachyzoïkes dans 1 ml de PBS. ~ ~ r d s '  l%.d.-nin. deq"&ntact 

à 4OC, on transfére le m61ange dans un autre tube 

contenant du PBS 0,1 M. pH 7,2, Ma1 10 raM pour arrdter 

la rhction. On lave ensuite trois fois les tachyzoites 

en PBS 0,l M, pi3 7 , 2 ,  Na1 100 mM. Les antigironles sont 

ensuite extraits comme decrit gr&cédemment (cf.l.2). 

4*3. MARQUAGE; D'UN EPRAGHEMT D'ADFJ (ïRSERT) PAR LE a 

Le systèaia de marquage à partir d'ainorcss d'ADN 

est utilise (Antersham) . Des bexalaibjzxs d'ADN; 

s'hybrident le long de Ta sonde dbnaturbe servant 

d'amorce B la fraction Klenoor d e  l'ADN p o A ~ r a s e  I en 

gr4aencs des 4 nucl60tidas, doat le dCTP est nargue au 

nucléotides radioactifs suffisent pour un temps de 

rhction de 5 h A température ambiante. L1activitL 



spécifique du marquage obtenu a p d s  précipitation A 

lr4thanol est d'environ 109 d p m / u ~  d'ADIil. La sonde est 

dgnaturée dans 1/50 volume NaOH 3M, 5 min., neutralis6e 

avec 1/5 volume Tris-MCl pH 7 , s  et 1/10  volume HCI 3M 

avant L'hybridation- 

4 . 4 .  MARQUAGE D'UN OLIGONUCLEOTIDE PAR LE T - ~ K  

Cette méthode consiste à marquer au phosphore 32 

, l ' extr8mi té 5 ' 0% de 1 ' ADN simple brin par transe ert 
- - . ? ? " -  " * - - - - ,  y- - - -  - - - -  --.---*----+ - -.-.- --------- ---- ---se --,--- ---'A<- n,--*-- 

,, un r phosahate de 1 ' ~ T P  - ( 73 2 PATP 1- - $a+ l a  -"-Ta ' '--- 

-A - * - 
. .:- I?hlynucl&tidta kinase 15 *mol ~'ADN,., 15 pro1 de rS2 ATP - 

(5000 Ci/mrnol) et 9U de T4 Polynucléotide kinase sont 

mis en contact dans le tampon Tris SC1 pH 7,s 60 a, 

MgClz  10 mM, OTT 5 mM dans un volums f i n a l  de 20 cil. Le 

melange est. placl- B 37OC pendant 30 min, L'enzyme est 

ensuite inactivé à 6 S 0 C  pendant 10 min. 

1 pl de matériel marqué est -  repris dans le tarnpon 

échantillon (cf.9.9.,A) et I'efiicaclth du narquage a s t  

vérifiiez sur gel. de polyacrylaunfde-ODS h 20 

(~f.5~1.11 d a m  le, tmpon TB1 (cf.S.T.31 suivi par 

axrtoradictgraghie pendant 15 min. 6 tmpIoLrattrrs ambiante 



5.1. ELECTROPHORESE EN GEL DE PObYXCRYLAMIDE 

La sbparation des protéines est effectuee selon la 

méthode de tampons discontinus de LAEXEICi (1970) dans 

gel homogene de polyacrylamide 13 % ou 8 % contenant 

. 0,l % de SDS dans du tampon Tris-HC1 0,375 M d pH 8,s. 

e s  dimensions du gel sunt de 1% x 16 cm et 0.75 mm 

i'épaisseur. Le . gel de concentration A 5 % de 

polyacrylamide dans du tampon Tris-HC1 125 mM à pH 6.8 

contient 0.1 % de SDS. Chaque échantillon est 

solubilisé dans 30 ~1 de tampon Tris-HCI 62.5 mM 

pH 6.8, SDS 3 %, glycerol 10 f. $-mercaptoBthano1 2.5 % 

est utilisd corne agent reducteur des ponts disulfures. 

La migration dure de 16 B 18 h A 7 mA dans le 

tampon Tris gl~cine gII 8.3 contenant du ÇDS 3 0-1 Z .  

5.1.2. Electroghorése bidimensionnelle 

L'4lactrophorese bidimensionnelle e s t  effectuée 

iooélectrique est r6alis4e dans des t u b s  capillakrer 

de dianatre 1.3 nm dans un gradient d'aapholinea 9% 3- 

10 (LKBI . Les mol&cules sont separees pour la 2èie 

dimension dans un - gel polyacrylamide 13 % 



(cf . S . l . l I  . Dans cette technique, A.JS gel de 

concentration est supprimé car il n'est pas utile, 

compte-tenu du faible diamhtre des gels de première 

5.1.3. Electro~horèse des chafnes d'ADN 

L'électrophorése des chahes d'ADN gour - 
séquençage d'un clone selon la mbthode de terminaison 

des chaînes (cf. 9.9) est eff ectüée sur un gel homogéne 

(TRIS-BASE 89 mM, Acide Borique, 89 mM, EDTA 2,s M, 

pH 8 . 3 ) .  

Dans cette technique, les chaînes d'ADN 

monocaténaire dénaturées migrent en fonction de leur 

taille. 

Les dimensions du gel sont de 40 x 33 cm et 0,4 mu 

d'épaisseur et 1 'électrophorèse est ef Pectuee B 1.500- 

1900 Y, 30-45 mA et 60 W pendant 4 h ,  dans le systdme 

BRL mod&le SS. 

Dans le sgstAme Applied Biosystem 3708, les 

limensions du gel sont de 30 x 40 cm et 0,6 mm 

d'apaisseur et l'électrophorèse est effectuée 4 2000 V, 

25 mA et21 W pendant 14 h. 

5.2. IMMUNOELECTROTRANSFERT 

Les composants d'un extrait-détergent sont 

dpardes par 4leactroghorése en gel de polyacrylamide- 

SLIS . Elles sont, ensui te, transfbrbes 



transfert est réalisé pendant 3 h à 6 0  V e t  0,2 A à 

de nitrocellulose est ddcoug6e en 

plusieurs bandes ; les bandas contenant les marqueurs 

de poids mol6culaires tbmoins ps&calor4s sont 

consesvP5es .éZ part. Pour 4viter les gh8nodnes 

d'adsorption non sghcifiqwe, leis neshraaas scat 

sat~r6es pendant 1 h en P1S Q,OZ H, pH 7 , 4  contenant 

5 %- de l a i t  $cramaté. (Glaris) , &es ~ ~ ~ B B F S  sane ermsuite. 

incubbes avec les dtff4rents s 0 z u ~  b f b & ~ ,  gwdant 2 h 

10 min. en PBS, 0,01 M, ToFatgln 20 0,05 % [fBS-'W*en). 

Paul: ri&v&ler les antigdnes racoantzs par des anticprps 

rp6citiques. les bandes de ni troesllÙl&se sont incub4as 



pendant 1 h 2OGC en prLsence do 1'antiskun 

sgecifique marqué la peroxydase Ifnstitut Pasteur 

Productions), Agrès 4 lavages en PBS-Tween, les bandes 

sont rbvélées en quelques minutes par la solution 

rontenant le substrat enzymatique, 60 mg de 4-chl~ro-1- 

naphtol dans 20 ml de méthanol froid et 80 ml de PBS 

o,01 M pH 7 , 4 ,  100 p l  d'Hz03 à 30 %. 

Lors des rbactions positives, apparaissent des 

bandes de couleur violet correspondant à l'antigène 

reconnu. Les membranes de nitrocellulose sont rincées à 

l'eau distill6e et photographiées. 

5.3. DOT IMWNOASSAY 

C'est une méthode plus rapide d'analyse d'un 

complexe antigénique. 

tes échantillons contenant les antigénes sont 

dbgosés directesent sur une membrane de nitrocellulose 

A l'aide d*une pipette. 

A g r B s  sbchage, les aembranes sont saturees. 

incubées avec les  dift6rbnts sibrums et rrQv$l&es 

5.4. DOT-B'tBT D ' ACSBEb FWTChaUES 

C * Q P ~  dthedac- rapide d ' a W y s e  qaal i taeve . . 



..?* ..., ", IiC., - i  

,t;-::.7;E-> -(. ,,,, . .. " 
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Les d'ADN ou d'ARN, sont déposés 

directement sur une membrane de nitrocellul~se à l'aide 

d'une pipette et ensuite dénatures. 

Aprés shchage, les membranes sont portées à 8Q°C 

pendant 2 h et sont traithes comme en 5 . 5 . 2 .  gour les 

dot-blot d'ARN, et comme en 5 . 5 . 3 .  pouy les de+-blet 

d'ADN. ? 

. 5 .  ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE 
- - -. --- -c-- --A 

5.5.1. Isolement de fracrrnentg d1XDN 

r,a concentration du gel qd:waag9i1,g%e . ~ a $ $ 2 ~ ~ & ~ ~ ~ ~ ~ & ~ ~ $  
- *--Q qam4q*&Tw?* - %-J;:4@&gSq+;F$ $!&*+,*.r S%& ., -?*,.>@en $@;$-&y-** % " 

2 % :  selon la taille du fragment d'ADN à isoler. L'ADN 

est mélangé avec - / a  du volume de tampon 6chantillon 

(bleu de brornophénol 0,05 %, sucrose 50 %, phosphate de 

sodium 10 mM à pH 6,5), dQgosé sur le gel contenant du 

Bromure d'Ethidium (Br Et) (cf.7.3) et l'électrophor&sa 

est effectuée dans du tampon Tris 4 mt4, acétate de 

Sodium 2 mM, EDTA 0,2 mM, pH 7 , 9 ,  entre 100 V et 20 V 

pendant 1 h 16 h. 

,=,,-;,&/. w,2a.- 5.2. Electrophorése de transfert dlARP\I (Northere 
:f+& 

~ i 9 8 0 ~  : 20 W A X  t o t a l  -chm~it%  OB^ bte 

d&naturBss an ps4smce de gly~laxrl -et 5iQ 41 de BUU= 

les conditions suivantes : 5 g 1  de solution d ' A M  total 

sont incubds 1 h A 5 0 0 C  en présence de 4 VI de glyoxal 



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 p l  de DMSO. Les échantillons sont 

refroidis dans la glace, puis 5 p l  de tampon 

d'échantillon sont ajoutés. Les ARNs de chaque 

échantillon sont séparés par électrophorèse sur gel 

d'agarose 1 % à 50 V pendant 4 A 5 h. Le tampon utilisé 

pour la migration est du phosphate de sodium 10 mi4 à 

pH 6 , 5 .  L'électsophorése étant terminée, 1'ARN est 

transféré sur membrane de nitrocellulose pendant 16 h 

selon la méthode de SOUT2BBI ( 1 9 7 5 ) .  Ce transfert est 

réalisé en tangon SSC x 20 (SSC x 1 NaCl 0,15 M, 

citrate de trisodium 0,015 M) . La membrane de 

nitroceilulose est rincée dans du SSC x 2, séchée et 

port& à 809C pendant 2 h .  

Durant cetta &tape, la plupart du giyoxaï e s ~  

d&placbe. La membrane ainsi traithe est p d t e  gour les 

&tapes de grehybridation et d'hybridation. Le tampon de 

gs4hybrfdation comprend : 50 % de famamide, du 3SGxS ; 

a ,a a ,  p ~ z p i ~ p ~ ~ g u p r r l ~ ~ ~ b  0 2 *E * _le;h Z~U-&Q &a 
- 

&tr~ae  W~ztose  est 

3 h Q 42*C dans un sachet plastique. 



Lors de l'hybridation, on utilise le mQme tampan 

auquel la sonde radioactive dtSnatur6e 2 min. à 1 0 0 6 C  

est ajauthe, Ga durée d'hybridation est de 24 h 8 4S6C.  

A g r h  ces étapes, des lavages (20 min. B 60QC) 

sont n$cessairas ' afin d ' kliminer les r4actions 

d'hybridation non speçifique. Durant ces lavages, 3 

concentration en sels est progressiveaent abaissee. 

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

- 2 lavages dans du SSCxl et du SDS 0,l % 

* 2 lavages dans du SSCx0,2 et du SDS 0,I % 

La membrane encore humide, entourée d'un film 

plastique, est exposé A -70°C en autoradiographie 

(cf.6). 

5 . 5 . 3 .  Elect,ro~hosése de transfert d'ADN 

(Southern Blotj 

Les fragments de restriction, obtenus aprés ,* ' - , -; 3 ',:. , .  , i . '  ï r  . )*,,:.i%f: ,;,a; ,h 

digestion de 1 ' ADN par des endonucléases, sont séparés: : '~4m;,~2 
~'*e^*+ ,i3il 'EF" e 

. . selon-leurt-a-ille .par- &&agrop~or8sè - -- sur gel ci ' 
O Y < ,  - ,  , I t t  +< 1 

selan 5-3.1, < .  1 . . 

Aptès 1 ' &lectrophorése, le g e l -  est - imterg8 dura i t  

6 0  min. dans un tampon d e  d&na&ration, {N~oE' O ,  P. M. 

NaCl 0 , 6  I). .Le gel est ensuite immarg6apendant 45 min, 

dans - un " t axapari - dïi ii&GWal%Sé% YioX '(m-is - XC2- 1W -- 

KaCL 0,6M). Une meinbrans de aitrocalluose, 

pr4qlablomant tramph dans du .$SC 20 1 est  an~uite 

d6poabs sur gel .  L'ADW est tsansf4r4 sut  cette man\bsane 

pendant 16 h. salon la m&thcdc ds smil c1975). Les 

-- -- - 
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COLORATION DES GELS D'AGAROSE AU BROMURE 

D ' ETHIDIUM ( BrEt i 

Le gel est coloré soit aprés immersion dans une 

ion a 0,5 vg/ml de BrEt, soit par incorporation de 

la même quantité da BrEt directement A l'aqarose chaude 

ant la gélification. 

. *  - 
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1. PREPARATION DES SERUMS D'ANIMAUX .- . - -- ii- - - ' .  - 
9 .  

< .v- -- 7% 
' "  ,, , l  . &  ,.-r j, 

- -  . - i '>" . .  4 

, ". ..' 
il - ', 7 - .  ; P  ' ; 3 .  Y';%! 

rn de lagrn nybe~im&n esc ptoduit par * 1 

mmunisation avec un homogénat de tachyzoites par la 

thode de VAITfJl1ITIS et: a l  . ( 1971 1 

8.1.2. Sérum anti-P30 

L'immunisation de lapins avec 150 vg de l'antigéne $4 
P30, purifie sait par immunoadsorption, soit par HPLÇ, 

est rhalishe selon la technique de VkiTBlAITfS et a2 .  

(1971) e rappel de 30 p g  est effectuée 

un mois plus tard gar voie intramusculaire. 

8.1-3. SQrum anti-srothine de fusion 

Des s4sws àFrig&s contre la protQi.net de fusion 

sont obtenus an injectant  par voie sous-cutanhe l e s  
- 

l y s a t s  bactkiens indu5 ts par l e s  phages fysogéi-sas, B = 

C 
des l a i inr  sa gs&sança dta&juoazxt cc3liwplet da FmnadEr; 

D e s  rappels sont r$alis$s toutes les deux semaines ~ v s c  

le m3ma mathriel par voie int~amusculaire. 



8.3. SERUMS HUMAINS 

Les sérums humains utilises pour réaliser nos 

expbriences proviennent du Laboratoire Saint-Canille, i 

Lille. Il s'agit de sérums de phase aiguë, subaiguë, 

chronique et sains. 

8.4. REACTION II'IMMUNOE'LUQRESÇENCE INDIRECTE (XFI) 

Des toxoplasmes préalablement séchés sur lames et 

conserv4s par congélation à -ZO°C sont fix8s dans 

l'acétone a -2Q°C pendant 10 min. Après incubation avec 

des s4ruras; dilu$s pendant 30 min. à 3 7 Y ,  cas lames 

sont rincées en PBS et de nouveau incubées 30 min. A 

37OC avec une solution contenant l'antisérum spécifique 

marqué A la f luoresc6ine (Institut Pasteur Production) 



8 . 5 . 2 .  IsoLeaent des immuncomplexes 

te  principe de  c e t t e  réac t ion  est basé sur l a  

grogriet& s e  l a  proteine A de se l i e s  d'une façon 

spéci f ique  e t  révers ible  l a  part i e  constante des 

aoulines fIsaOaFs$lL et 91., 1970) . 
Les immuncomplexes sont rn&lmg&s avec 10 -g (poids 

- 

sec) de grotltine A sdpbrose CL-=, . (Phariraacia) i n c u h h  - 

px&alableaient avec 10 i r l  d'anéis4rum sp&cificyre des 

csntact B 4% sou% agitrtian r e a t f ~ e ,  -- la ousiipamw 

est  centrffugb~ 10 nin. h 200 g et 1e culnt est lav4 i 



krs'  ' r e p r i s e s  avec'" '1  mL de'  t 

oactivith. 

-HC1 pH i5 ,8  6 2 , 5  mM, 

9.1. CULTURE DES PHAGES 

Les cellules bacteriennes (Y1089 ou Y10901 sont 

cultivées dans Bn wilieu LB + 75 pg/m1 drampicilline 

jusqu' h ce que la D& o o soit Bgale à 0,7. Aprés . une 

centrifugation, les cellules sont regrises dans 1/3 de 

voI,me de MgS04 10 mM e t  incruhées I h h 37°C.  Les 

cellules Y1090 et leos phages dans un raggokt- 

phage/bacthric de 1011 sont mis an contact 20 ~ l f n  It 

rerngÇrzrtilre arzabiante. Bf4lang&+r a 3 a d 'agarose sans- 

fnrilien + O ,  lb t agaamsa f MQClr 1u *)- 1st solutfool 

ghsfqilqoe est  ,4taI&s sur des $OQt-s- ~~at$raant le @%Lia 
. . 



9.2. PREPARATTOW DE LA BANQUE DE cDNA + A PARTIR QJ$ 

La synthdse du cDNA est eealisee a par L L A  d'un 

"kit" EabriquB par Amersham selon la méthode dc itlZirSI & . -  et 

HDPFWAll (1983) . Le premier brin d'ADN compl6rnentaire est 

synth6ti.b par l'actinn de -- transcriptase réversa de 
. ' 

AMI. L'ADN, rendu double brin par l'action conjointe ae 
?@*# 

' % # " -  .la RXift?e' H .eb de l'ADN pclym6rase 1, est ensuite trait6 

rase pour rendre ses extrémités 
x ,  ., - ion &Bse2: 1 ' enzy@eLZZ&&~ 

- * 
7 -  , . 

3 -> ' b. 

1 -  
~ . / *  

, :,: ,- 
> . ",,.A.. 

-in&thy.lase, on ... rd?- <.,<. 

des cDNAs par + .  

eonr ensuite digéres par - enzzrn. EcoRI et sont 659 
#'%#, ,. .$&.!bi$<b;, 4 ; 

, - P' *:- -+ k X .  -' 1~ $3 

$ <> ><,$ ~ y * : ' ; k $ , t ~ S , *  '$$\ P J '  'qrV a,! 

6s par chromatographie sur une colonne hc)r''41' 

el t0,2 x 30 cm) selon la méthode de 

JACISOl (1985). On insère ensuite les cDNAs (500 A 7000 

paires da bases) dans le site EcoRI du phage lambda 

recombinants sant empaquetes in vitro. une banque de 

3 x phages est ainsi constituee. 

9.2.1. Criblme de la banaue et sdlect ion des 

caadiaats "E30" - 

Salon*- la mCthodc decrite par Rnn et al. (19851, 

un echantillon de la banque en lambda gtll est inoculé 

sur la souche B. coli Y1090 2t une dilution representant 

104 phages par-boite de 90 cm de. diamètre. 



9.3. PREPARATION DES LYSOGENES 

Las c e l l u l e s  E .  c o f i  Y1089 sont cultivées dans du 

milieu EB + 75 v g / m i  ampicilline jusqua& ce que la . 
DO6 6 0  soit &ale 0 , 7 .  A g r i s  m e  cetntr5frtgation, les 

cellules sont reprises dans 1/3 de volume de M ~ S O I  -- 

10 mM et incubées 1 h B 3 7 ' O ~ .  Les c a l l u l e s  Y1089 et les 

phages recombinants dans un rapport phage/bactbrie 

de 10/1 sont mis en contact 20 min. à_ temperature 



Y". :&$-: 
.a " ~<<.' ? .,- L' , , v,. 

' ' ,a+!b@n- ~:gi~2g.as~~GAfaci~r~~~~~~g;;~;k~~î y,.r,. 3 ,?,r, f. 1 ?qaro-se.b 
,,, ,:;.,Q ,, , ~< .L ",., , ,~4~t~$allules sont ensuite 

boîte étant ~btenues sont repiquées en une-__ . , , . .;$$y . V "i, . ,, b,, ,:*;<, + ?-%. : - 
%A% C S  ? : ' *. fi,. . . i i FA" ,<' 

incubhe A 32°C. l 'aatre à 42°~<;*8~2s clohes'fysog&nes 's'e 
' /  

,<, .?ki< , ". 
--éveloppent B 32OC mais non 42OC (avec une fr4quence 

de 1 pour 10) , 

Une colonie lysogéne est culture dans 5 P? 

milieu LB en présen 

obtention d'une DO6 0 0 .  de 0,s-O,?, La température ,ePL 

alors élevée 4Z°C pendant 20  min. Lorsque I'fPTG 

10 mM est additionné, la culture est alors incubbe 1 n 

1L 37OC. Aprés centrifugatifln à 3.,000 ,,, . O  g pendant 10 min. 

4*C, le culot est repris par 0;1 ml de tampon de lyse 

(Tris 10 mM à pH 1,4 ; SDS O. 1 %, Déoxyribonucléase 

100 ng/ml et du lysozyme à 2 On laisse 30 

in. sur la glace, puis on AC PMSF iPhbnyL 

PAR LES, PHAGES RECOE4BIWA3TTg 

Les constituants du Iysat bactéria des lysog&nes 

indurts est séparb sur gel de gol~acrylamide 8 % en 

utilisant le systdrae -de tampon discontinu de LaBaltlE 

(1970) (cf .. 5.1.1). 
Les protéines séparées peuvent être visualisées au 

" 

bleu de Coomassie (cf. 7.2) *+@!+?" 
,,'>. y *& . . , .W*>;<J 'C,. . >,y :, . . 4. 

&i&!, 



Ces prot4in.e~ sont aussi transférées et la 

protéine de fusion est visualisée sur membrane de. 

nitrocellulose par la technique d'immunoélectro- 

transfert (cf. 5.2) (TGOEIli et al., 1979). 

9 . 5 .  PREPARATION DE LA BANQUE GENOMIQUE DE TRCRYZOITES 

Une fraction de la digestion de l'ADN de T. gondJi 

par ZcoRI contenue entre 1000 et 2000 paires de base 

,.' est insérée dans le site EcoRI du phage lambda gtlO, 
, , - t  

. (YOUUC and DAVIS, 1983). 1 vg d'ADN phagique, 200 ng d'ADN 

de T. gondii et '1 U de T4 DWA ligase sont mis en 

16 h Ci lS°C dans le tampon de ligation.. 

Aprés ligation, les phages recombinants sont,emgaquet&s 

in vitro. Une banque de 107 phages est ainsi 

constituée. 

9.5.1. Criblaas de la banaue g4namiqu@ avec m e  

sonde s~beifique 

phages avec l'inssrt sp&cifique du rccftrtçW, 

échantiXlon de la banque g6nearlqu@ est inscu19: s w  la 

souche C600 Bir1 4 une d i l u t i o n  tapr&seataqt l a4  pholgers 

incubation, les boîtes sont recouvertes de membranes de 

nitrocellulose, pendant quelques secondes. Les 

membranes spnt enlevées des boîtes et sont déposées 
- .  

155 



successivement sur 1,s ml de tampon (MaOH O,2 M, NaCl 

3M) pendant 10 min, sur 1,s ml de tampon /Tris RC1 

0 , 5  Pi pH 7 , 5 ,  NaCl1 3M) pendant 10 min. et sur 1,5 ml de 

tantpan SSC x 2 pendant 5 min. 

Les membranes sont pr4séch$as sur papier absorbant 

pendant une heure à tempbrature ambiante puis portées A 

pendant 2 h. Puis elles sont pdhybridées et 
,'- U 

:' hybridées comme en 5 . 5 , 3 .  et les lavages sont effectués 
1-5. 

., 5 
--:dans une solution de SSC x 2. 

Les membranes encore humides, entourées d'un film 

sont exposées à -70aC en autoradiographie A;- ,.a*: Y-,, : 

<I ' 
(cf. 6). 

Les plages de lyse contenan es phages 

: recombinants sur lesquels la sonde s ' est hyblridee sont 
, a 

- purifiées et l'ADN phagique est extrait selon 9.6. 

9 - 6 .  OBTENTION DE L'ADN PHAGIOUE 

Les bactdriophages recombinants sélectionnés sont 

mis en grthsence da E. c o l i  Y1090 20 nain. 8, tetaperature 

ambiante, Mélangée h de I'agarose saol3e (rarÉlkc3;tn - - 

LE! + 0,8 % agarose)  et du kfgCl.1 (IO nM), la solukion 

p h e q u e  est etaibat sur des baftes L B - a g z  CinslLft-u LB + 
- 

4 , s  rk Bitcto-agasf an gr4seacr -4' aspiciIline. - Apr$is 
- 

iacitbatton des battas, 66 h- i 37*6, les bace&riophqg%s 

sont &lues pendant 3 h dans du milieu SM (NaCl  100 M, 

MgS01i 7 W2 O 8 mM, Tris 50 mM pH 7,5, Gblâtine O, O1 %) . 
L'éluat e-st- d'abord traité au chloroforme puis--& la 



~~ibonucl6ase et à la d8~oxyribonucl~ase (1 vg/mi 1 pour 

éliminer les  constituants bactkriens. Les phages sent 

ensuite prrBcipit4- dans du FEG 10 % ce NaCl 1,25 M 

pendant 30 min. & . A g r h  centrifugation IO 000 g 

- pendant 10 min, le cui.ot est repris dans 50 y 1  ae SM er. 

. une extraction au chloroforme est alors réalisée. Pour 
1 

1 n il'éluat 0 , 7 5  g de 1 est ajout6. Une 
.' ,a> .'" 
' l ~~s" 'b l t r acen t r i fuga t ion  à 1 ' équilibre .en ,  ' I  ,, , r ,gradient de CsCl ,. ,c  4 fq ,.>-- ,.<L". -*  , a 

* . r ,  r > > t  * ,  

. .  ' e s t  effectuée pendant 24 h A , 108.000 g. La bande 
- - - L  - - _ _ _  _ _ -  _ _  _- __ _- _ -  _ _  _ - -  . I  _-i 

ghagique est r4cupérée à l'aide d'une seringue. Les 

, phages sont dialygés deux IF r- fois pendant 1 h dans 1 1 de 
* d$$- + ' 

!;j?;;.+, , 1 

rris-IiCl IO mM pH 7. #$C,~14gC12 la mM, N a C l  50 mM. L'ADN 
1 .. 

phagique est ensuite isolé par traitement avec EDTA 

20 mM, SDS 0,s %, protéinase K 50 pg/rril pendant 1 h & 

65aC puis par extraction au phenor-chloroforme. L'ADM 

est précipit8 avec 0,l volume d'acgtate de sodium 3 E- 

9 , 2  et 2,5 volumes d'éthanol froid. AgrBs - 

centrifugation ~4 12.000 g, 30 min. 4OC, le culot est 

l'ADN phagique et migration sur gel d'agarosa h bas 

point de fusion 1 sk., L'Blectrophorésca e s t  rbalisrge en 

tampon TBE (Tris-HCI 0-;O89 1, acide  borique 0 , 0 8 9  M, 

EDTA 2 mM). L'ADW clon& est extrait de l'agarose par 

passage de la bande de gel correspondante sur une 

colonne NACS prépac ( B R L )  d'aprés TRUltPSOU - et - a J .  (1983). 



SOUS-CLONAGE ET AMPLTPICATXOW D'W F I A C M W  D'ADN 

(INSERT) DANS LES PLASMIDES DUC 13 ET PUC 19 

9.7.1. Sous-clonaae 

Les plasmides pUC 13 ou pUC 19 sont lin4arisés par 

digestion en présence dSEcoRI. Pour minimiser 

recircularisation du plasmide, 11extrémit4 9 '  phosphate 

du plasmide e s t  déplacee par la phosphatase alcaline 

-- - - - bact&rl.e~nna. La - r&atetioa de . l igat ion.  .ein=e piJÇ 1 3  :ou.. 

PUC 19 et l'insert est effectués en utilisant ~'ADPJ 

ligase du phage T4 (1 U) avec un raaport molaire 

vecteur/insert de l'ordre de O dans un volume 

réactif de 10 pl. Le teags de réaction est de 4 h a 

température ambiante dans le tampon suivant : Tris 

,50 mM pH 7.8, ATP 1 niH, Dithiothrhitol 20 inMt MgCl2 

10 mM. La solution plasmidique? est alors diluge 4 fois 

avec de l'eau et utilisee pour 13 transformation de 

E. coli JM 107. 

Les bactbries sont cultiv&es+ sms8 aagiMéio-n 

37*C, dans 30 ml de milieu LB. Quand la culture atte int-  - 

%O sin-, & 4"6. L e s  bacfAriaa g o p t  Jav&s~ bwf fQSs 

daw 20 mi de CaClz 0,1 Y - Le c U Z O ~  kat:&4rh%b m e t  - 
- - 

4~21s 20 lar da G&lr Q ,1 M est. T a i s % &  20 main. B 4*Ct  

puis centrifizgb une dernihre fois. 

Les bactéries sont reçuspendues dans 0,5 ni1  de 

CaC12 0,l M et rbgartitSs -en al'iquotes de 0,2 ml. Chaque 



- -  - 

aliquote est mise en contact avec 25 pl d'une solution 

d'ADN transtomant. Ap O min. dans la glace cinq 

chocs thermiques : 370 4OC) sont effectubs ; la 

suspension e ~ ,  

solution de 5-chloro-4-bromo 

yranosid, (X-gal) à 20 mg/ml I D ~ ~ L )  @L 24 g~ d' IPTG à 

24 mg/ml (BRL) sont ajoutés i à  chacun des deux tubes 

, i 

est mélangé et coulé uniformément sur une boîte de 

Pétri contenant du LB-agar. Agr&s solidification du 

milieu, les boftesr sont conservées 18 h à 37"C. 
" < I ,  

T L  .;=< -, -,,* : % 
- # .  'On repére les,* colontes blanches gour lesquelles 

i '.V " - :i ... r" >- 

i l& 1 * .  I I  - #,< ' 1 - ' .  r . c < ._. . . I 

L 'ADN clon8 est inseré dans le in  efficacité> 

de transformation est d ' environ I O 6  colonies/pg ,$gr_ *gr,. - 
Q 

plasmide natif, 

9.7.2. Amplification et purification de I'ADN 

glasmidisue 

Les clones s&lectio 

dans 30 ml < milieu LB contenant 50 p g l d  

d'ampicilline- gendant 3 h à 37OC, sous agitation. 10-ml 

de suspension sont ajoutes 200 ml de milieu L% et 

incubés & 37OC gendant 18 h, sous agitation. La 

suspension est centrifugée 10 min. à 6.000 g, à 4OC et 
-- _ _ 



. L 

le cillot resuspendu dans 3,O ml de ~ r i s - ~ G l  50 mi4 

'-%!'gi4$e$A. PZEPARATION DE L ' ADN SIT"LiS BRIX, A PAIZTIW DU &T h" l j j *  ($ - 
i ttnx A $i: ,. 
% , , ' - 1 

par bif f brents enzymes. A p r b  -&IectropBar&s~ic sur gr?. 

d'agarose, des fragments ~ * A D M  sont racup4rbs par 

decoupage de 1 'agarose et trois cycles de congélation 

d4cong&lation ( 3 V ° C )  sont ef f erctuRs. 



L'agarose est filtre5 sur filtre "millex" (20  vrn) et 

minicolonne "elutip" C SCEILBICEEX et SCEU&GL) , cette dernidsre 

ayant 6té priielablement équilibrbe B l'aide de 

tampons : haute force ionique (NaCl 1 M, Tris-NCI 

20 mM, EDTA 1 .mH, pH 8,O) et basse force ionique (NaCl 

200 mM, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,O). L'ADN &lu& 

dans le tampon haute force ionique est précipité 
" * 

l'éthanol. ' % a >  

, La forme' iréplicative . de 1 'ADN des bactériophages ,;; 

' Ml3 mp18 et ~ 1 3  ntpl9, coupée'par les mêmes.enzymes, est 

:: pr&cipitée B 1 'éthanol ,avec,) les fragments S .  ' prhcodemment . 

obtenus. L'ADN est 'centrifugé 30 min. 'a 12.000 g, à 

4OC, s6ché et resuspendu dans 40 y1 d'eau. Une dialyse 

de 20 min, est effectu6e sur membrane Millipore 

(20 pm) ; ensuite sont ajout& 4 pl de tampon ligase 

XI0 (Tris-HCI 0 , s  Mt PH 7 , 4 ,  MgCl? 

dithiothreitol 0,1 M, spermidine 10 mM, ATP 10 mM, 

$SA 1 mg/ml) et 1 U d'ADN Ligase du bactériophage TQ. 

L'ADN est conservb à lCjeC pendant 18 h et servira par 

la suite B la transiorntation de la souche brck4rieane 

E .  6aJi 5.M107 cf. 9 . 6 1  . On sblsetfonne les plages 
da Xyse incolores. 

9 - 8 . 2 .  S4lstion et arnlification des ph- 

Les plages transparentes sont parl2avhs et nises 

en suspension dans 1,O ml de tampon SM (HaCl  IO mM, 

MgSO4 8 mM, Tris-HC1 50 DM pH ? , O ,  gblatine O, 1 g/l) . 



2 ml de milieu LE contenant les bacteries JM 107 ( 9 0 s a o  

u,3) sont ajout&, et la suspension est mise an 

agitation 4 h à 3 T ° C .  Cette suspension est ensuite 

centrifugée 10 min. h 8.000 g, & $ O C  et Ie surnageant 

@nt récupéré et conservé ii B°C. 200 ~1 du surnageant 

sont mélangés à 30 p l  d'une solution : SDS 2 %, EDTA 

O , ?  M, Bleu de bromophénol 0,2 %, glycérol 50 %. Aprés 

agitation et incubation à 65°C pendant IO min., le 
! 3 

:T; lysatb Bst - d&gos& gel  . - d l  ifbparos-) & i O X I j  -%.  et: 
' 7 . . , ,  "i- - ,, - z - v -  P - . . <.L - 7 J * a ,  

** 

- 1 ' Bléctrophor$sb oondui te en-" TBE bendant '18 ' h': '" 
. _ 1  

:. -,en? .ir$ritioati&n ,c%e l a  .taille d e  , impie b r i n  

ainsi effectuée. 

, Le culot de bactgries est resuspendu dans I,O mi 

de la solution suivante : sucrose 8 %, triton XlOO 

" 0,s % EbTA 10 mM, Tris-RC1 50 mM pH 8,0, additionnée de 

3 5  gl de lysozyme d 10 'mgJi, puis f es 4chantillons sont 

mis B 100°C pendant 60 sac. Aprds une centrifugation..de 

10 min, à 12.000 g, le surnageant e s t  grbcigité d 

I ' ksepropanbl, ceatrifuq& 20 min, $ 12-000 g et shché. 

Agrh dissolutibn, I'ALTM est diellys4 et ana2ys4 A 

1' aide d 'endonucl4ases de rsstrf ct-%on ( ' B & i S  and fEOB&H, 

19811. On effectue aing3 La verificakiRn &rst la grbonce 

d'Werrt daas X" ADBTb.ar=rts&rien- - 

LlampTifiaattioa-- phsegtua s63eçsti~mb est 
- - 

obtenue par infection Be la souche JH107 (PCTr,oo Q,lJ 

avec Le reste du surnageant canserve 8 4OC dans 200 ml 

de milieu LB et la culture est laissée 1 8  h 37OC sous 



restriction est etablis aprds l'analysa des fra-nts 

de digestion, visualisés aux ultraviolets apr&s une 

élsctrophorèse sur gel d'agarosa lC2 % 5.5.1) 

colore au BrEt (cf. 7.3). 

3 .  IO. SEQUENCAGE DES FRAGMENTS D 'ADN CLONES 

L e s  fragments clonés sont s6quencés par la méthode 

de terminaison d e s  chaines da M l S I l O  et al. (1977) ; 

SafiGa et a l .  (1977). 



h u x  grocédbs ont Bt4 employis : 

A) A partir d'un '"++" fabrique pal: Aaiershblm, 1 'ADN 

cloné dans le phage est melangé avec la solution 

d'hybridation {Tris-HC* * ^  -M pH 8,0, MgCl2 5 mM) et 

une amor "priner") .  Le élange est placé 2 h A ' 5 5 0 ~ ~  

puis Lu rii de aJ2PdCTP sont additionn6a. Le mélange 

est réparti dans 4 tubes et la réaction est faite A la 

température ambiante en prbsence d'un mélange 

90-95°C et 1 ' 4lectroghorèse eff  ectuAg-,_@.pr gel 
ri' Y<j.yp;$~ * * .*P- ' - 7  ; y . iJ_&L,%. * 

Y : . ,. . . r -- 
POL yacry $@m~:q~~*;t1a + .': 

*, ,,dm+& .:a&:ffr.:"&12xir?c 
uree 56 % dans le système BRL 

Modéle S 2 .  

Aprdts l'électrophorèse, le gel est entour6 d'un 

film plastique et e x p c e k  =mpérature ambiante 

B) A partir du sys tdme  S6quenase A B 1  37an 

tievelogpé! par Agglied Biosysstsms, L'aIrIQ clone dans Te 

phage H Z 3  e s t  mklangé avec le tampon de pelym&risation 

- 
(Tris-HC1, pH '1,s 10 i.n, NgCln 30 nui, MaCl 100 atH) . 
Cette solutipn est ensuite rhpartis en quatre tubes : 

dans chacun on ajouta une amorce ("primer*) 

fluorescente sp4cifipue aux differenter bases puriques 
- - _  



l a i s s e  e n s u i t e  r e f r o i d i r  30-40 min. t empé ra tu r e  

ambiante  p u i s  l a  r b a c t i o n  es t  e f f e c t u é e  3 7 @ C  pendant  
~ 3 - a w % 7 -  îJYyF, %t2rnYLd 

in . en  grcosence d ' u n  melange de d é s o x y n u c l b o Y ~ a e s ~  

d idésoxynuc léo t ide i  1 ' enzyme Séquenase (12,s U/y 1) 
h ~ y  r- &fi i 

G & * a ~ o u ~ a - t - ~ a t i g n o n )  . E, L* fin e l a  réact . 1 ' enzyme 

e s t  i n a c t i v é e  a SOC pendant  

n t z i l o n s  son  

z - -  - - -  -. ' : - - -'- - ' 4* 

e contenu d e s  ' q u a t r e '  - t u b e s '  est  t r ans f é r i 5  " ea un 

, 1 'ADN' s y n t h é t i s é  k s t  p r é c i n i  t e  ;- - l e  4,cui.o 

r é s  c e n t r i f u g a t i o n  est  l a v é ,  séché  e t  
w&y$pp:w&cq 

,J ?pPR3' 
OOC l ' a b r i  de l a  lumiér$?tf "a:$wf Fk-'-: 

*PL. 

Le m a t é r i e l  e s t  r e p r i s  dans  l e  tampon é c  

(EDTA 500 mM 4 m l ,  Formamide 100 m l )  p u i s  d é n a t u r é  2 

* m i n .  à 90°C, ., % ,< f f e c t u é e  s u r  g . "", 1 
w - - *  

,Y < he p o l y a c r y l  
" la 1.3). 

..- . 
L e  r é s u l t a t  est a8xprinié s o u s  e d e  graph ique  

. dans  un sys thme i n f o r m a t i s é  (Vectra ~ e w l t t t - P a c k a r d )  où 

chaque p i c  r e p r é s e n t e  un nucLBatide t e r n t b a t e u r  de 

chaîne. 
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