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AES: antigènes excrétés-sécrétés 

AcMc: anticorps monoclonal 

ADCC: "Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity" 

HGPRT: hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase 

Con A: concanavaline A 

Met: méthionine 

BSA: sérum albumine bovine 

Ig: immunoglobuline 

P.M.: poids moléculaire 
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ELISA: "Enzyme Linked Immunosorbent Assay" 

IFI: test d'immunofluorescence indirecte 

SDS-PAGE: électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS. 

SRIA: technique radioimmunologique en phase solide 
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RESUME 

Le but de notre travail a été tout d'abord d'évaluer le r61e des antigènes d'excrétion- 

sécrétion (AES) de Toxoplasma gondii dans l'immunité au cours de la toxoplasmose, cette 

catégorie d'antigènes ayant été jusqu'à présent très peu étudiée. 

Après avoir mis au point un procédé d'obtention des AES par les tachyzoïtes en 

milieu acellulaire, puis caractérisé les AES les plus immunogènes (de P.M. 97, 57, 42, 39 et 

28,5 kDa) au cours de la toxoplasmose humaine et expérimentale, nous avons démontré 

l'induction par ces antigènes d'une réponse protectrice anticorps-dépendante, dans le modèle 

expérimental du rat génétiquement athymique ("Nude"). 

Selon le concept de l'immunité non stérilisante (prémunition), nous avons recherché 

des antigènes du tachyzoïte (forme proliférative présente au cours de l'infection aiguë) 

présentant des épitopes communs avec le bradyzoïte (forme enkystée persistant au cours de 

l'infection chronique). Les antigènes de P.M. 63, 43, 39, 28,5, 27 et 21 kDa qui répondent à 

ces critères seraient ainsi des antigènes d'intérêt immunoprophylactique. 

Une étude biochimique nous a permis de mettre en évidence la glycosylation des 

antigènes de 43 et 28,5 kDa ainsi que les propriétés fixatrices de ca2+ de l'antigène de 27 

kDa. 

Nous avons produit des anticorps monoclonaux (AcMc) dirigés contre les AES. Parmi 

ceux-ci trois AcMc reconnaissant des AES de P.M. 21, 27 et 28,5 kDa ont permis 

l'identification de la localisation ultrastructurale de ces antigènes dans les deux stades, 

tachyzoite et bradyzoite. Dans le cadre de l'interaction h6te-parasite, nous avons pu ainsi 

démontrer le mécanisme de sécrétion de T. gondii à partir des organites de réserve du 

parasite (granules denses) vers le phagosome modifié, la paroi du kyste et même à l'extérieur 

du kyste dans les tissus de l'h6te. Un tel mécanisme de sécrétion du bradyzoïte, forme 

parasitaire à métabolisme ralenti, n'avait auparavant jamais été décrit. 

L'AcMc dirigé contre l'antigène de 27 kDa a permis d'établir l'identité de ce dernier 

avec l'antigène recombinant P24 (Cesbron-Delauw et coll., 1989). Le séquençage partiel en 

aminoacides de l'antigène natif purifié par immunoadsorption à l'aide de cet AcMc a alors 
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permis de confirmer la séquence nucléotidique du gène codant pour P24. Le criblage des 

banques d'ADNc par 1'AcMc dirigé contre l'antigène de 28,5 kDa a conduit à l'isolement de 

plusieurs clones recombinants. Nos observations mettant en évidence l'intérêt potentiel de 

l'antigène de 21 kDa dans l'immunologie de la toxoplasmose ont conduit au clonage, 

actuellement en cours, de cet antigène. 

Enfin, après avoir mis en évidence la présence de l'antigène sécrété de 27 kDa dans 

les sérums d'infection aiguë chez la souris, nous avons mis au point une technique 

radioimmunologique pour la détection de cet antigène circulant par utilisation de sondes 

peptidiques et de 1'AcMc. 





Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire répandu dans le monde entier et 

capable d'infecter toutes les espèces de mammifères. Alors que chez les individus 

immunocompétents l'infection par Toxoplasma gondii est bénigne et conduit à une immunité 

protectrice totale et définitive, chez les enfants infectés in utero et chez les sujets 

immunodéprimés (à l'occasion de traitement immunosuppresseur ou d'infection par le virus 

VIH) elle entraîne souvent des complications graves, pouvant même leur être fatales. Ceci 

explique la mise en oeuvre d'un nombre important d'études à but immunoprophylactique et 

diagnostique. Cependant les travaux visant à la recherche d'antigènes protecteurs étant en 

grande partie centrés sur les antigènes cytoplasmiques et membranaires de la forme 

proliférative, le tachyzoïte, n'ont pas encore permis de mettre en évidence de protection 

efficace contre les souches très virulentes de T .  gondii. 

Nous avons alors basé notre étude sur deux hypothèses émises par Capron et Dessaint 

(1988): 

1/ Les molécules d'excrétion-sécrétion parasitaires, qui contiennent une grande variété 

d'activités enzymatiques et dont l'immunogénicité a été démontrée dans plusieurs infections 

naturelles ou expérimentales, pourraient constituer de meilleurs candidats à 

l'immunoprophylaxie que les antigènes somatiques. 

2/ Dans le contexte d'infections caractérisées par une immunité non stérilisante, comme la 

toxoplasmose, une réponse protectrice efficace ne peut être maintenue que si des épitopes 

communs sont exprimés à la fois par le stade parasitaire persistant durant l'infection 

chronique et responsable de l'immunité protectrice, et par le stade parasitaire prolifératif 

présent au cours de l'infection aiguë et inducteur de la réponse immune, ou au cours de la 

réinfection et donc cible des mécanismes effecteurs; ces épitopes communs doivent être les 

principaux responsables de la réponse immune protectrice. 



Le but de notre travail a été de caractériser les antigènes excrétés-sécrétés par les 

toxoplasmes, d'étudier leur r61e protecteur, d'identifier les antigènes communs aux deux 

stades de T. gondii présents au cours de l'infection humaine, le tachyzoïte (forme 

proliférative caractéristique de l'infection aiguë) et le bradyzoïte (forme enkystée persistant 

au cours de l'infection chronique) et enfin, de mettre en évidence dans ces deux stades, la 

localisation des antigènes sécrétés afin de démontrer les mécanismes de sécrétion de T. 

gondii. 

Ce travail comporte trois volets: 

I/ L'obtention d'antigènes excrétés-sécrétés en milieu acellulaire, l'identification de ces 

antigènes, l'étude de leur immunogénicité dans la toxoplasmose humaine et expérimentale et 

la démonstration de leur r61e protecteur dans un modèle expérimental, le rat génétiquement 

athymique ou "Nude" (Nu/Nu). 

II/ L'identification des antigènes des stades tachyzoïte et bradyzoïte présentant des épitopes 

communs. 

III/ La production d'anticorps monoclonaux dirigés contre les antigènes excrétés-sécrétés afin 

de caractériser les antigènes cibles et d'étudier leur topographie au niveau des tachyzoïtes et 

des bradyzoïtes. 



GENERALITES 



1. LE TOXOPLASME ET LA TOXOPLASMOSE 

1.1. Historia= 

Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire découvert en 1908, par Nicolle et 

Manceaux, à l'Institut Pasteur de Tunis. Ces auteurs isolèrent ce parasite chez un rongeur 

sauvage, le gondi (Ctenodactylus gondi) et le dénommèrent Toxoplasma par référence à sa 

forme arquée. La même année, Splendore au Brésil, décrivit indépandemment le toxoplasme 

chez un lapin de laboratoire. 

Ce parasite est longtemps resté une simple curiosité de laboratoire, jusqu'à ce qu'il 

soit retrouvé dans les yeux d'un enfant autopsié par Janku (1923). La transmission intra- 

utérine et les premiers cas d'encéphalites néonatales chez l'homme furent décrits par Wolf et 

coll. (1937, 1939). Cinq ans plus tard, l'ensemble des aspects cliniques de la toxoplasmose 

congénitale fut caractérisé par Sabin (1942). Cependant, la fréquence réelle de la 

toxoplasmose n'a commencé à être appréciée qu'après la mise au point, par Sabin et Feldman 

(1948), d'un test sérologique de lyse complément-dépendante à la fois sensible et spécifique, 

le "dye testn. 

Bien que ce parasite soit largement répandu de par le monde, dans de nombreuses 

espèces animales, son mode de transmission était inconnu. En 1960 (a), Jacobs et coll. 

démontrèrent la résistance B la digestion protéolytique de la forme enkystée de T. gondii. 

Desmonts et coll. (1965) ont alors suggéré que la viande contaminée et consommée crue ou 

saignante pouvait être la source d'infection la plus importante. Cependant, rien n'indiquait 

alors comment les herbivores pouvaient s'infester. 

En 1967, Hutchison affirme que les toxoplasmes sont transmis par les oeufs d'un 

ascaris du chat, Toxocara cati. Ce résultat est ensuite retrouvé par différents auteurs jusqu'à 

ce que des toxoplasmes soient finalement isolés de selles de chats non porteurs d'ascaris 

(Frenkel et coll., 1969; Sheffield et Melton, 1969). 

En 1969, Work et Hutchison découvrirent, dans les selles d'un chat infesté par T. 

gondii, une forme kystique infectieuse pour la souris et résistante dans le milieu extérieur. 

Kuhn et Weiland (1969) ont évoqué la ressemblance de cette forme avec l'oocyste des 



FIGURE 1. 

A/ Structure schématique d'un tachyzoïte: mi, micronème; GD, granule dense; Cl 

conoide; ER, réticulum endoplasmique; GB, appareil de Golgi; IM, complexe membranaire 

interne; L, lysosomes; Ml mitochondrie; MI, micropore; N, noyau; OM, membrane externe 

(plasmalemme); R, rhoptrie (schéma modifié, d'après Dubey et Beattie, 1988). 

B/ Schéma détaillé de la région antérieure de Toxoplasma: imc, complexe 

membranaire interne; pm, membrane plasmique; mt, microtubule; imt, microtubule interne; 

acr, ceinture préconoidale antérieure; pcr, ceinture préconoidale postérieure; CS, unité de 

conoide (d'après Nichols et Chiappino, 1987). 



coccidies. 

Finalement, en 1970, la totalité du cycle de T. gondii fut élucidé; l'existence de la 

phase sexuée du cycle de cette coccidie hétéroxène fut confirmée chez les félidés, par 

plusieurs auteurs (Frenkel et coll., 1970; Hutchison et coll., 1970; Sheffield et Melton, 1970). 

1.2. Le   ara site et son cvcle (Dubey et Beattie, 1988) 

Le cycle évolutif de T. gondii comporte une phase sexuée qui se déroule chez l'hôte 

définitif, le chat et une phase asexuée qui se développe aussi bien chez les hôtes 

intermédiaires que chez le chat. Les trois principaux stades infectieux du cycle sont les 

formes tachyzoïte, bradyzoïte et sporozoïte. 

1.2.1. Mor~hologie des différents stades infectieux du toxo~lasme (Dubey et Beattie, 

1988) 

Le tachyzoite (précédemment appelé trophozoïte), forme proliférative intracellulaire 

du parasite, est observé pendant la phase aiguë de l'infection. Il est caractérisé par sa 

multiplication rapide par endodyogénèse qui s'opère dans toutes les cellules de l'hôte 

intermédiaire ou de l'h6te définitif, excepté les hématies (Schupp et coll., 1978). 

Le tachyzoïte a une forme en croissant, mesure de 6 à 7 microns de long et 2 à 3 

microns de large (Fig 1). Son extrémité postérieure est plus arrondie que l'extrémité 

antérieure. Son noyau se situe près du p61e postérieur, alors que le pôle antérieur, effilé, 

présente un appareil de pénétration complexe, le conoïde. Les rhoptries, organites sécrétoires, 

se situent au niveau du p61e antérieur et déversent leur contenu par le conoïde, lors de la 

pénétration du parasite dans la cellule hôte (Nichols et coll., 1983). Le complexe membranaire 

est composé d'une membrane externe (plasmalemme) et d'un complexe membranaire interne 

formé de vésicules aplaties (Vivier et Petitprez, 1969; Porchet-Henneré et Torpier, 1983) en 

dessous duquel un réseau de 22 microtubules organise le cytosquelette du parasite ( Nichols et 

Chiappino, 1987). Le tachyzoïte comporte également des micronèmes, des granules denses 

ainsi qu'un appareil de Golgi, des mitochondries, des ribosomes et du réticulum 

endoplasmique. 



Le bradyzolte, parfois appelé cystozoite, forme enkystée à multiplication lente, est 

caractéristique de la phase chronique de l'infection. 

Morphologiquement peu différents des tachyzoites mais caractérisés par des granules 

polysaccharidiques, les bradyzoïtes sont enfermés à l'intérieur des kystes persistant souvent 

toute la vie, dans les tissus musculaires et nerveux de l'h6te (Jacobs et coll., 1960b; 

Remington et Cavanaugh, 1965). 

Les kystes intracellulaires se forment au fur et à mesure que les bradyzoites se 

multiplient par endodyogénèse et leur paroi se développe i% partir de la membrane de la 

vacuole parasitophore (Ferguson et Hutchison, 1987a). Ces kystes atteignent des dimensions 

allant jusqu'à 100 microns de diamètre et peuvent contenir des milliers de bradyzoïtes. 

Pourtant les kystes ne sont jamais extracellulaires et ne sont entourés d'aucune réaction 

inflammatoire (Ferguson et Hutchison, 1987b). Les kystes sont résistants à des températures 

de 45°C et ne sont détruits que par une congélation prolongée. Dans les conditions 

physiologiques, de faibles quantités d'antigènes toxoplasmiques pourraient être libérées par 

une fuite continuelle B travers la paroi (Huldt, 1971) ou par la rupture accidentelle de la 

paroi du kyste (Frenkel, 1973), apportant ainsi un stimulus antigénique répété qui pourrait 

être à l'origine de l'immunité protectrice, totale et définitive, existant dans la toxoplasmose 

(Remington et Krahenbuhl, 1982). 

Les sporozoltes, provenant de la maturation de l'oocyste en sporocystes, résultent de la 

phase sexuée du cycle de développement de T. gondii qui se déroule chez le chat. 

Les oocystes, ovoïdes, mesurant 9 x 14 microns, sont rejetés dans le milieu extérieur 

avec les excréments du chat. Ils contiennent deux sporocystes qui, après maturation, 

renferment chacun 4 sporozoïtes. Entourés d'une double paroi, les oocystes sont des éléments 

extrêmement résistants. Ils demeurent infestants plus d'un an lorsqu'ils sont enterrés dans un 

sol humide et résistent plusieurs mois à des températures glaciales. 

Les sporozoites ressemblent morphologiquement aux tachyzoites mais ils contiennent 

plus de micronèmes et de rhoptries (Sheffield et Melton, 1970). 



1.2.2. Çvcle évolutif (Fig 2), (Dubey et Beattie, 1988) 

Les stades tachyzoïte et bradyzoïte sont les constituants essentiels de la phase asexuée 

du cycle de développement de T. gondii qui s'opère aussi bien chez l'hôte définitif, le chat, 

que chez les hôtes intermédiaires (tous les animaux à sang chaud). Le parasite se multiplie 

par endodyogénèse, de façon rapide et indéfinie (tachyzoïte) ou par des divisions lentes 

(bradyzoïte) à l'intérieur des kystes dans les tissus nerveux et musculaires. 

La phase sexuée se déroule uniquement chez l'hôte définitif, le félidé. 

Après ingestion des kystes par le chat, leur paroi est détruite sous l'effet des protéases 

de l'estomac et de l'intestin grêle, libérant ainsi les bradyzoïtes qui pénètrent alors dans les 

cellules épithéliales de l'intestin. Ils subissent plusieurs multiplications schizogoniques, 

produisant des formes multinucléées, les schizontes, qui après division de leur cytoplasme, 

donnent naissance à une quinzaine de mérozoïtes. Après éclatement de la cellule-hôte, chacun 

de ces mérozoïtes peut pénétrer dans une autre cellule de l'épithélium intestinal. Les 

mérozoïtes évoluent alors en gamétocytes, éléments sexués: les microgamétocytes (éléments 

males sphériques, d'environ 10 microns de diamètre) subissent des divisions nucléaires qui 

aboutissent à la formation de 12 à 32 microgamètes falciformes biflagellés et les 

macrogamétocytes de 5 à 7 microns de diamètre deviennent des macrogamètes (éléments 

femelles) demeurant sous la couche des microvillosités de la cellule-hôte. Après fécondation 

par un microgamète, chaque macrogamète donne naissance à un oocyste. 

La période de latence conduisant à l'élimination des oocystes est variable suivant 

l'infestation du chat. Elle est de 3 à 6 jours suite à l'ingestion de nombreux kystes, de 4 à 10 

jours par ingestion de rares kystes et de 20 à 40 jours par ingestion d'oocystes (Frenkel, 

1988). 

1.3. La toxoolasmose 

La toxoplasmose résulte de deux modes de contamination différents. L'infestation peut 

s'effectuer par voie orale, conduisant alors à deux formes de toxoplasmose acquise 

cliniquement distinctes chez les sujets immunocompétents et chez les immunodéprimés ou par 

voie transplacentaire, entraînant la toxoplasmose cong6nitale. 



FIGURE 2 

CYCLE DE DEVELOPPEMENT DE TOXOPLASMA GONDII 

(d'après Dubey et Beattie, 1988) 



1.3.1. La toxo~lasmose acauise 

L'infestation s'opère par voie orale; elle résulte de l'ingestion de viandes crues ou 

saignantes contenant des kystes ou d'aliments souillés par des oocystes éliminés avec les 

déjections de chats parasités. 

Les bradyzoïtes ou les sporozoïtes issus des oocystes pénètrent dans les cellules 

épithéliales de l'intestin. Ils se multiplient en donnant naissance ti des tachyzoïtes qui sont 

disséminés dans tout l'organisme par voie lymphatique et sanguine. Ils sont capables 

d'infecter toutes les cellules excepté les hématies (Wolfson, 1941; Schupp et coll., 1978). A ce 

stade de la maladie, la toxoplasmose, généralement asymptomatique, peut s'accompagner d'un 

état fébrile et de fatigue générale avec parfois des lymphadénopathies localisées le plus 

souvent au niveau de la chaîne cervicale postérieure (Revol, 1964). Des manifestations 

d'hépatomégalie ou de splénomégalie sont très rares et l'évolution est toujours favorable. 

Progressivement, au fur et à mesure de l'apparition des anticorps spécifiques, les 

formes circulantes disparaissent et la parasitémie diminue. Les tachyzoïtes sont lysés dès 

qu'ils sont libérés de leur cellule-hôte. Cependant, dans certains organes pauvres en anticorps 

(muscles striés et cardiaque, cerveau, rétine), le stade enkysté de la vie du parasite se 

développe parallèlement à l'installation de l'immunité. La toxoplasmose chronique remplace 

alors la phase aiguë de la maladie. 

La présence des kystes qui peuvent persister durant toute la vie de l'hôte, est 

habituellement asymptomatique. Chez les individus immunocomp6tents, lorsqu'un kyste se 

rompt, les bradyzoïtes libérés sont immédiatement détruits par les anticorps spécifiques et les 

macrophages immuns (Ferguson et coll., 1989). 

Par contre, chez les patients presentant un deficit immunitaire, dO à un traitement 

immunosupresseur (Ruskin et Remington, 1976; Shepp et coll., 1985) ou au syndrôme 

d'immunodéficience acquise (SIDA) (Luft et coll., 1984; Araujo et Remington, 1987; 

Holliman, 1988), une toxoplasmose latente peut conduire à de graves complications pouvant 

leur gtre fatales. Chez ces patients les bradyzoïtes peuvent en effet reprendre activement leur 

multiplication sous forme de tachyzoites, suite à une rupture des kystes (Israelski et 

Remington, 1988). 



D'après McCabe et Remington (1988), 30 % des patients atteints du SIDA et ayant des 

anticorps anti-toxoplasme développeraient une encéphalite toxoplasmique, causée par la 

réactivation de foyers d'infection latente. Chez la plupart de ces patients, il n'y a pas 

d'augmentation de la réponse humorale typique qui serait caractéristique d'une infection 

aiguë, ce qui rend le diagnostic sérologique difficile et indéterminé (Luft et coll., 1984). 

Selon Luft et Remington (1988), en 1991, le nombre des cas d'encéphalite par toxoplasme, 

chez les patients atteints du SIDA, sera compris entre 20 000 et 40 000, aux Etats-Unis 

seulement. Des encéphalites toxoplasmiques peuvent de même se développer suite aux 

traitements immunosuppresseurs chez les receveurs de greffes de moelle osseuse ou de 

transplantations d'organes (Araujo et Remington, 1987). En outre, d'autres organes peuvent 

être affectés par le toxoplasme chez les immunodéprimés. Ainsi, des cas de toxoplasmose 

pulmonaire sont souvent observés (Catterall et coll., 1986a; Derouin et coll., 1989) avec 

présence de toxoplasmes dans le liquide broncho-alvéolaire. Des toxoplasmes ont été 

également isolés à partir du fluide péritonéal d'un malade atteint du SIDA (Israelski et coll., 

1988). 

1.3.2. La toxo~lasmose congénitale (Ambroise-Thomas et Garin, 1984) 

Quand l'infestation par T. gondii survient en cours de grossesse, elle peut se 

transmettre au foetus par la voie transplacentaire. 

En théorie, le passage des parasites à travers la barrière placentaire n'est possible qu'à 

partir de la mise en place de la circulation foetale (21ème jour) et dans la mesure où il existe 

des anomalies placentaires, mêmes minimes, indépendantes de la toxoplasmose. Ceci explique 

qu'environ 40 % seulement des toxoplasmoses maternelles soient transmises au foetus. Par 

ailleurs, le risque de transmission materno-foetale est d'autant plus grand que le placenta est 

développé. Ce risque augmente au-delà du 4ème mois de grossesse alors qu'au contraire, la 

transmission est rare durant le premier trimestre. 

Si la transmission se produit pendant le premier quadrimestre, la toxoplasmose 

congénitale peut aboutir à un avortement spontané, ou causer des atteintes très graves chez 

l'enfant, au niveau du système neuro-oculaire (hydrocéphalie, calcifications intracraniennes, 



retard psychomoteur, microphtalmie, choriorétinite, cataracte). Suite à une contamination plus 

tardive, au-delà du 4ème mois, le nouveau-né peut être atteint d'encéphalomyélite dont les 

signes cliniques existent ou non à la naissance, de retard psychomoteur et d'apparition 

souvent tardive d'un foyer de choriorétinite pigmentaire à tendance récidivante. On observe 

surtout à la naissance des formes de toxoplasmose inapparentes ou infra-cliniques dont la 

traduction est uniquement sérologique. Il est important de les dépister très précocement et de 

les traiter afin d'éviter une évolution ultérieure. 

2. L'IMMUNITE DANS LA TOXOPLASMOSE 

2.1. Les antigènes de T. aondii 

L'identification et la caractérisation des antigènes responsables de la réponse 

immunitaire sont importantes à la fois pour le diagnostic et pour la réalisation d'un vaccin. 

Au cours des années précédentes, l'utilisation d'anticorps monoclonaux et l'universalisation 

des techniques telles que l'électrophorèse en gel de polyacrylamide, les radiomarquages et 

l'immunoélectrotransfert ont abouti à l'identification d'un grand nombre d'antigènes de T. 

gondii dont les poids moléculaires (P.M.) varient de 4000 à 800 000 daltons. 

Les antigènes du stade tachyzoïte sont les plus étudiés et peuvent être classés en 

antigènes solubles, antigènes membranaires et antigènes d'excrétion-sécrétion. 

2.1.1. Les antigènes solubles 

Ces antigènes sont souvent obtenus et caractérisés à partir de la fraction soluble issue 

du traitement par les ultra-sons ou par des cycles de congélation et de décongélation des 

tachyzoites. 

Par électrophorèse en gel de polyacrylamide d'un extrait soluble de tachyzoïtes de la 

souche virulente RH, Johnson et coll. (1981) ont identifié 9 polypeptides de P.M. 20, 22, 23, 

29, 66, 69, 90, 98 et 133 kDa. Plus tard, cette même équipe décrit l'obtention d'un anticorps 

monoclonal (FMC 20) qui ne réagit pas en immunofluorescence indirecte avec les parasites 

intacts, mais réagit avec l'extrait soluble de tachyzoites dans un test d'hémagglutination 



indirecte (Johnson et coll., 1983a). Cet anticorps monoclonal reconnaît un antigène 

cytoplasmique de 98 kDa (Johnson et coll., 1983b). 

En 1980, Handman et Remington ont rapporté l'obtention d'un anticorps monoclonal 

(F3G3), incapable de se fixer au complément et sans pouvoir agglutinant, apparemment 

dirigé contre un antigène cytoplasmique. Le transfert passif de cet anticorps monoclonal ainsi 

que l'immunisation avec l'antigène correspondant protègent les souris contre l'infestation avec 

les tachyzoïtes d'une souche moyennement virulente (C56) de T. gondii (Sharma et coll., 

1984). Cet anticorps monoclonal reconnaît deux protéines de 28 et 58 kDa (Sibley et Sharma, 

1987); le gène codant pour l'antigène de 28 kDa a été cloné et séquencé (Prince et coll., 

1989). 

En 1989, Omata et coll. ont identifié un antigène apparemment cytoplasmique de 20 

kDa, spécifique des bradyzoïtes et commun à plusieurs souches de T. gondii. 

2.1.2. Les antiaènes membranaires 

Parmi les antigènes membranaires, ce sont les protéines accessibles à l'iodation qui ont 

été les plus étudiés. Le travail de référence dans ce domaine est celui de Handman et 

Remington (1980) qui ont identifié 4 antigènes majeurs de surface du tachyzoïte (43, 35, 27 

et 14 km) ,  par immunoprécipitation des antigènes radioiodés à l'aide d'anticorps 

monoclonaux et de sérums immuns. Ces antigènes semblent être communs aux différentes 

souches de T. gondii (Handman et coll., 1980). De plus, il a été démontré que le transfert 

passif d'anticorps monoclonaux dirigés contre les antigènes de 35 et 14 kDa (Johnson et coll., 

1983c) ainsi que l'immunisation par les fractions antigéniques de 35 et 14 kDa éluées à partir 

de gels de polyacrylamide (Araujo et Remington, 1984) induisent des protections 

significatives, chez la souris. 

L'analyse par immunoélectrotransfert des antigènes membranaires des tachyzoïtes 

extraits par les détergents SDS (sodium dodecyl sulfate) et déoxycholate, vis-&-vis de sérums 

immuns, a permis l'identification de deux protéines de 22 et 32 kDa ainsi que d'un 

composant de 6 kDa de nature glycosidique (Sharma et coll., 1983). Des mutants viables 



dépourvus de l'antigène de 22 kDa ont pu être sélectionnés, grâce à leur résistance à l'activité 

parasiticide d'un anticorps monoclonal anti-P22 (Kasper et coll., 1982). 

Parmi les antigènes de surface du tachyzoïte accessibles à l'iodation, les auteurs ont 

décrit une molécule de 27 à 30 kDa qui représente 3 à 5% des protéines parasitaires (Kasper 

et coll., 1983) et qui est reconnue par des anticorps monoclonaux et par les sérums 

polyclonaux d'infections humaine et expérimentales, aiguës ou chroniques (Handman et 

Remington, 1980; Handman et coll., 1980; Sethi et coll., 1980; Sharma et coll., 1983; Kasper 

et coll., 1983; Rodriguez et coll., 1985). Cet antigène majeur, dénommé P30, a été purifié 

(Kasper et coll., 1983) et a servi, chez la souris, à des essais de protection non concluants 

(Kasper et coll., 1985). Un clone mutant de tachyzoïtes, exprimant une quantité fortement 

réduite d'antigène P30 a été sélectionné. Ce mutant est résistant à l'action lytique de trois des 

quatre anticotps monoclonaux anti-P30 et l'auteur a démontré l'existence de plusieurs 

polypeptides P30 de différents points isoélectriques, 5,6, 5,3 et 4,7 (Kasper, 1987). Par 

ailleurs, la séquence complète de P30 a été établie à partir du clonage et de l'analyse de son 

gène (Burg et coll., 1988). 

Plus récemment, à l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre les antigènes de 

surface des tachyzoïtes, Couvreur et coll. (1988) ont confirmé la présence d'antigènes majeurs 

de 43, 35, 30 et 22 kDa et ont démontré, de plus, l'existence d'un antigène mineur de 23 

kDa. Les quatre antigènes majeurs de surface se trouvent ancrés dans le complexe 

membranaire du parasite, par des structures glycosyl-phosphatidylinositol (Tomavo et coll., 

1989). 

Des études comparatives des différents stades infectieux de T. gondii ont démontré 

des différences antigéniques dans leur structure membranaire. Ainsi, deux antigènes de 67 et 

25 kDa ont été identifiés comme étant caractéristiques de la membrane du sporozoïte et de la 

paroi de l'oocyste (Kasper et coll., 1984). Par contre, des anticorps monoclonaux réagissant 

avec les antigènes majeurs de surface du tachyzoïte, P22 et P30, ne reconnaissent pas les 

épitopes correspondants à la surface des sporozoïtes et des bradyzoïtes (Kasper, 1989). 



2.1.3. Les antigènes d'excrétion-sécrétion 

Au cours de certaines infections parasitaires naturelles ou expérimentales, des 

molécules très immunogènes possédant souvent des activités enzymatiques variées, sont 

excrétées ou sécrétées par les parasites. Ces antigènes qui sont parfois exprimés 

transitoirement à la surface du parasite peuvent constituer de bons candidats à 

l'immunoprophylaxie (Capron et Dessaint, 1988). Dans la toxoplasmose, deux observations 

confortent cette hypothèse: la première démontre que les antigènes de sécrétion constituent la 

majorité des antigènes circulants détectables tout au début de l'infection, suggérant une 

reconnaissance précoce par le système immunitaire (Hughes et Van Knapen, 1982); la 

deuxième démontre que les antigènes de sécrétion induisent une stimulation lymphocytaire 

plus spécifique que celle provoquée par les antigènes somatiques (Hughes et coll., 1985). 

- Les antigènes de rhoptries: Comme les rhoptries sont les organites secrétoires du 

toxoplasme impliqués dans l'invasion de la cellule-hôte, il nous paraît raisonnable de les 

classer parmi les antigènes d'excrétion-sécrétion. Un facteur sécrété par T. gondii ou 

provenant du surnageant de cultures cellulaires infectées par ce parasite peut augmenter 

considérablement la capacité de pénétration du parasite dans les cellules hôtes (Lycke et 

Norrby, 1966; Lycke et coll., 1968; Norrby, 1970). Ce facteur, appelé PEF ("Penetration 

Enhancing Factor"), semble être spécifiquement sécrété par les rhoptries, durant l'invasion de 

la cellule-hôte (Lycke et coll., 1975). Ajouté au milieu de culture, le PEF augmente le 

pourcentage de cellules infectées et le nombre de parasites par cellule (Norrby, 1971). 

Au cours des dernières années, des anticorps monoclonaux spécifiques des rhoptries 

ont été produits (Schwartzman, 1986; Sadak et coll., 1988; Schwartzman et Krug, 1989). 

Parmi ces anticorps qui reconnaissent des antigènes de rhoptries de P.M. 43 à 60 kDa, 

certains sont capables de réduire l'infectivité des toxoplasmes vis-à-vis des cellules et 

semblent donc être dirigés contre le PEF (Schwartzman, 1986). 

Sadak et coll. (1988) ont démontré que des antigènes de rhoptrie, de P.M. 55 et 60 

kDa sont de plus communs aux différents stades infectieux du parasite, tachyzoite, bradyzoite 

et sporozoite. 



- Les exo-antigenes décrits dans la littérature sont obtenus à partir des surnageants de 

cultures de cellules infectées par le parasite (Desgeorges et coll., 1980; Hughes et Van 

Knapen, 1982; Chumpitazi et coll., 1983; Roques et coll., 1986; Chumpitazi et coll., 1987). 

Ces antigènes dont les poids moléculaires varient de 6 à 800 kDa (Roques et coll., 1986), 

peuvent être utilisés dans des tests cutanés de détection de l'immunité anti-toxoplasmique 

(Ambroise-Thomas et co11.,1982). 

- Les antigenes excrétés-sécrbtés: Comme les préparations classiques d'exo-antigènes 

contiennent des quantités non négligeables de protéines cellulaires, ce qui ne permet pas les 

immunisations dans de bonnes conditions, le but de notre travail a été de mettre au point des 

procédés d'obtention d'antigènes excrétés-sécrétés (AES) en milieu acellulaire, afin de 

caractériser ces antigènes et d'en évaluer le rôle protecteur. 

2.2. L'immunité ~rotectrice 

L'infection par Toxoplasma gondii induit une réponse immunitaire protectrice contre 

la réinfection (Remington et Krahenbuhl, 1982). Bien que l'action des différentes 

composantes, humorale et cellulaire, soit complémentaire, leur rôle respectif dans la limitation 

du parasitisme au cours du stade actif de la maladie ainsi que dans le maintien, chez les 

différents hôtes, de l'immunité protectrice acquise n'est que partiellement connu. 

2.2.1. L'immunité humorale 

Bien que l'infection par T. gondii suscite des titres élevés d'anticorps anti-toxoplasme 

chez l'homme ainsi que chez les animaux, la réponse humorale à elle seule, ne semble souvent 

pas suffisante pour enrayer la maladie. En 1966, Huldt a essayé de vacciner des lapins à 

l'aide de toxoplasmes tués par la chaleur. Malgré les titres importants d'anticorps obtenus 

chez ces lapins (équivalents à ceux trouvés chez les lapins contrôles immunisés par une 

primo-infection), ils n'ont pas résisté à l'infestation par une souche virulente du parasite alors 

que les lapins contrôles ont survécu. D'autre part la prémunition associée à une toxoplasmose 



chronique et latente peut être supprimée chez des hamsters par un traitement avec des 

corticoïdes, alors que les titres en anticorps restent élevés (Frenkel, 1967). 

La participation de la réponse humorale dans l'immunité protectrice envers T. gondii 

a été surtout étudiée par des expériences de transfert passif d'anticorps spécifiques, chez 

différents modèles expérimentaux et en particulier chez la souris. Le transfert passif de 

sérums anti-toxoplasme ou d'anticorps monoclonaux confère aux souris une protection 

significative contre des parasites de virulence modérée (Krahenbuhl et coll., 1972% Masihi et 

Werner, 1978; Johnson et coll., 1983~; Sharma et coll., 1984). Néanmoins, la résistance aux 

souches de haute virulence de T. gondii est plus faible (Nakayama, 1965; Foster et 

McCulloch, 1968; Gill et Prakash, 1970; Johnson et coll., 1983~); ainsi, le transfert passif 

d'anticorps monoclonaux dirigés contre des antigènes de surface de T. gondii peut induire 

une certaine résistance contre une infection léthale chez la souris (Johnson et coll., 1983~). 

De même chez le cobaye, le transfert passif de sérum anti-T. gondii induit une protection 

partielle contre l'infection par la souche virulente RH du parasite (Pavia, 1986). 

Les anticorps peuvent détruire les toxoplasmes par différents mécanismes, selon que 

les parasites sont intracellulaires ou extracellulaires. In  vitro, en milieu acellulaire, des 

anticorps spécifiques présents dans les sérums de sujets infectés lysent les toxoplasmes par 

action directe en présence de complément (Sabin et Feldman, 1948), alors que in vivo, en 

situation intracellulaire, ces parasites échappent aux effets des anticorps circulants. 

Il a été montré chez la souris que les anticorps jouent un r61e important dans la 

destruction des toxoplasmes par les macrophages. En effet, les toxoplasmes vivants entrent 

activement dans les macrophages de souris non-immune (Nichols et O'Connor, 1981), ou ils 

se multiplient dans les phagosomes modifiés dont la fusion avec les lysosomes est inhibée 

(Bloom, 1979). Cependant, si les parasites sont préalablement traités par du sérum 

décomplémenté de souris immunisée ou par des anticorps monoclonaux anti-toxoplasme (il 

s'agit surtout d'anticorps spécifiques dirigés contre des antigènes de surface du parasite), ils 

sont opsonisés et la fusion des phagosomes avec les lysosomes n'est plus inhibée, ce qui 

entraîne leur destruction (Jones et coll., 1975; Anderson et coll., 1976% Sethi et  Brandis, 

1981; Hauser et Remington, 1981). Des mécanismes oxygène-dépendants semblent intervenir 



dans l'action parasiticide des macrophages vis-à-vis des toxoplasmes recouverts d'anticorps. 

L'activation de l'enzyme NADP(H)-oxydase dans la membrane plasmique des macrophages, 

l'internalisation de cette enzyme et sa détection dans la membrane de la vacuole 

parasitophore, durant le processus d'ingestion des toxoplasmes opsonisés par des anticorps 

spécifiques, sont en faveur de l'augmentation de l'activité oxydative de ces macrophages (De 

Carvalho et De Souza, 1990). D'autre part, les toxoplasmes opsonisés par des anticorps 

spécifiques entraînent I'acidification de la vacuole parasitophore, ce qui détruit les parasites. 

Cette acidification pourrait être également associée à l'activation de l'enzyme NADP(H)- 

oxydase avec libération de radicaux superoxyde et d'ions H+ (Sibley et coll., 1985a). 

Les anticorps sériques jouent ainsi un r61e non négligeable dans la défense de 

l'organisme, mais un équilibre délicat entre la réponse humorale et l'immunité à médiation 

cellulaire est nécessaire pour le contrdle efficace de l'infection par le toxoplasme. 

2.2.2. L'immunité à médiation cellulaire 

Les réponses immunes à médiation cellulaire ont été démontrées, au cours de la 

toxoplasmose, par la mise en évidence d'un état d'hypersensibilité retardée vis-à-vis des 

antigènes du toxoplasme (Krahenbuhl et coll., 1971). La mise au point des tests de 

transformation lymphoblastique antigène-spécifique, chez les sujets porteurs de toxoplasmose 

chronique (Krahenbuhl et coll., 1972b), a permis d'analyser et de quantifier la réponse 

lymphocytaire induite par Toxoplasma gondii. 

Le r61e protecteur des lymphocytes a été mis en évidence par Frenkel, en 1967. Cet 

auteur a en effet démontré que le transfert de cellules spléniques et ganglionnaires provenant 

de hamsters immuns confère à d'autres hamsters une immunité adoptive contre l'infection 

primaire par la souche virulente RH de T. gondii. Pavia (1986) a observé des protections 

partielles, chez des cobayes infestés par T. gondii, grâce au transfert passif de préparations 

spléniques et ganglionnaires enrichies en lymphocytes T immuns. Suzuki et Remington (1988) 

ont obtenu une protection complète vis-à-vis de la souche modérément virulente C56, chez 

des souris ayant reçu des cellules spléniques de souris immunisées avec des toxoplasmes 

provenant d'un clone mutant thermosensible (mutant ts-4, dérivé de la souche non kystogène 



RH; Pfefferkorn et Pfefferkorn, 1976); ils ont démontré la responsabilité des deux types de 

lymphocytes, T auxiliaires ("helper") et T cytotoxiques, dans la résistance contre T. gondii. 

Alors que le rat est naturellement résistant à l'infection par T. gondii, le rat 

génétiquement athymique ("Nude") ne survit pas à l'infection par ce parasite. Cependant, le 

transfert de lymphocytes T de rats euthymiques aux rats "Nude" restaure de façon dose- 

6 dépendante, leur résistance à cette infection. En effet, le transfert de 5 x 10 cellules 

lymphocytaires non spécifiques restaure leur résistance à l'infection par la souche virulente 

RH (Santoro et coll., 1987). 

Les lymphocytes T interviennent par différents mécanismes dans la résistance contre 

Toxoplasma gondii. Ainsi, in vitro, l'antigène membranaire P30 peut induire une réponse 

lymphocytaire T cytotoxique qui entraîne directement la lyse des parasites extracellulaires 

(Khan et coll., 1988). Outre le r61e majeur des lymphokines dans l'activation des macrophages 

(voir ci-dessous), il a été démontré qu'un traitement par l'interleukine 2 (IL2) protège les 

souris de façon significative contre l'infection par une souche moyennement virulente de 

toxoplasme (C56) (Sharma et coll., 1985). Un transfert adoptif de lymphocytes T auxiliaires 

spécifiques d'antigènes de toxoplasmes peut induire une production d'anticorps de type IgG 

ou IgE, chez les rats athymiques (Duquesne et coll., 1990). 

Cependant, les cellules effectrices principalement responsables de la destruction des 

toxoplasmes sont les macrophages. Hormis l'activation par les anticorps spécifiques, les 

macrophages peuvent être activés par des lymphokines (Anderson et coll., 1976b; Nagasawa et 

coll., 1980), et tout particulièrement par l'interféron gamma (Nathan et coll., 1983; Black et 

coll., 1987; Suzuki et coll., 1988). 

Chez la souris, l'activité parasiticide des macrophages stimulés par les lymphokines est 

essentiellement due à une augmentation de leur activité oxydative qui se traduit par la 

libération de dérivés oxygénés tels que le peroxyde d'hydrogène H202 (Murray et coll., 

1985a) et par la fusion des lysosomes avec la vacuole parasitophore (Sibley et coll., 1985b). 

En effet, ces auteurs ont démontré qu'un apport exogène de superoxyde dismutase ou de 

catalase qui provoquent la décomposition des peroxydes peut inhiber la fusion entre les 

lysosomes et les vacuoles parasitophores des macrophages péritonéaux murins activés par des 



lymphokines (mécanisme oxygène-dépendant). Cependant, la réplication des tachyzoïtes 

intracellulaires qui auraient résisté B l'initiale activité microbicide des macrophages activés est 

inhibée par un mécanisme oxygène-indépendant puisqu'un apport exogène de catalase ou de 

superoxyde dismutase n'affecte pas le nombre de parasites qui survivent, 18 h après 

l'infestation des cellules. 

Contrairement à la souris, chez le rat, la résistance naturelle contre l'infection par T .  

gondii semble être due en partie aux macrophages qui, en l'absence de toute activation, 

mettent en jeu un mécanisme essentiellement non-oxydatif pour détruire les parasites 

(Catterall et coll., 1986; McCabe et Remington, 1986). 

Enfin, chez l'homme, les macrophages alvéolaires et péritonéaux non stimulés peuvent 

éliminer les toxoplasmes par un mécanisme essentiellement non-oxydatif (Catterall et coll., 

1987). De plus, cette capacité parasiticide naturelle augmente quand les cellules phagocytaires 

sont stimulées par l'interféron gamma et s'opère selon deux mécanismes, oxydatif et non- 

oxydatif (Murray et coll., 1985b). Cependant, la production de l'interféron gamma par les 

lymphocytes immuns T "helper" stimulés par T .  gondii semble être, elle-même, modulée par 

d'autres lymphokines comme l'IL2 (Kelly et coll., 1987) et l'ILI (Kelly et coll., 1989). 

D'autres cellules effectrices interviennent vraisemblablement dans l'immunité 

protectrice contre Toxoplasma gondii. Ainsi, des plaquettes de rats immuns protègent le rat 

"Nude" de façon significative, contre l'infection par T. gondii (Ridel et coll., 1988). 

Une activation des cellules NK au cours de la toxoplasmose aiguë ou chronique a été 

démontrée chez la souris par des tests de cytotoxicité de ces cellules vis-à-vis du lymphome 

YAC-1 (Hauser et coll., 1982; Sharma et co11.,1985). De plus, les cellules NK provenant de 

souris infectées depuis 3 jours par la souche RH de T. gondii sont, in vitro, fortement 

cytotoxiques pour les tachyzoïtes extracellulaires (Hauser et Tsai, 1986). Ces résultats 

suggèrent un certain r61e pour les cellules NK dans la limitation de la parasitémie au premier 

stade de l'infection. Cependant, les cellules NK humaines activées par l'IL2 recombinante ne 

semblent pas cytotoxiques pour les tachyzoïtes de la souche RH, même opsonisés par des 

anticorps spécifiques. Par contre, des cellules LAK ("Lymphokine Activated Killer") qui sont 

des lymphocytes devenus cytotoxiques suite à une culture in vitro à court terme en présence 



d'IL2 et qui sont de fonction et de phénotype similaire aux cellules NK, ont une cytotoxicité 

significative vis-à-vis des tachyzoïtes (Dannemann et coll., 1989). Enfin, Zychlinsky et coll. 

(1990) ont récemment démontré qu'une population homogène de cellules LAK est incapable 

de détruire les macrophages infectés par T. gondii bien qu'elle soit cytotoxique pour les 

cellules tumorales YAC- 1. 

3. LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT DE LA TOXOPLASMOSE 

3.1 .Le diagnostic 

Les signes cliniques étant souvent absents, le diagnostic de la toxoplasmose est 

couramment établi selon deux critères différents: (1) la recherche du parasite dans les tissus 

infectés ou les liquides biologiques, ou (2) par des méthodes sérologiques, mettant en 

évidence des anticorps spécifiques ou des antigènes circulants dans le sérum et les liquides 

biologiques. 

3.1.1. Diannostic var la recherche du   ara site 

La présence des parasites est recherchée, dans les cas de toxoplasmose congénitale ou 

de toxoplasmose évolutive chez les patients immunodéprimés, sur des prélèvements 

biologiques tel que le sang de cordon, le liquide amniotique, le placenta, les liquides céphalo- 

rachidien et broncho-alvéolaire. Cette recherche qui fait généralement appel à l'inoculation 

de tissus infectés à des souris (Desmonts et coll., 1985) ou à des cultures cellulaires (Derouin 

et coll., 1987) nécessite des techniques longues et laborieuses. 

Une nouvelle technique de diagnostic basée sur la recherche du parasite dans les 

prélèvements biologiques par amplification enzymatique in vitro de l'ADN permet de détecter 

des quantités infimes d'ADN parasitaire. Il s'agit de la technique de réaction en chaîne de la 

polymérase appelée P.C.R. ("Polymerase Chain Reaction"), fondée sur le fonctionnement 

cyclique d'une ADN polymérase thermorésistante permettant d'amplifier les séquences d'ADN 

jusqu'à un facteur de 2 x 105 (Saiki et coll., 1985). L'application de la P.C.R. a permis de 

détecter un gène spécifique de T. gondii dans un mélange d'ADN provenant de 10 parasites 



en présence de 100 000 leucocytes humains (Burg et coll., 1989); l'amplification d'une partie 

du gène de P30 a permis de détecter moins de 0,5 pg d'ADN toxoplasmique (Savva et coll., 

1990). Dans un avenir proche, cette nouvelle technique, actuellement en cours d'évaluation, 

sera probablement une méthode de choix pour le diagnostic précoce des réactivations 

toxoplasmiques chez les immunodéprimés et des cas de toxoplasmose congénitale. Il faut 

cependant être conscient des limites de cette technique dont la sensibilité extrême pourrait 

mettre en défaut la spécificité. 

3.1.2. Diagnostic sérologiaue 

Les techniques de diagnostic utilisées le plus fréquemment de nos jours sont des tests 

sérologiques basés sur la recherche d'anticorps spkcifiques. Certaines techniques permettent 

de détecter les anticorps anti-T. gondii d'isotype IgM ou IgA, généralement observés dans les 

cas de toxoplasmose aiguë, acquise ou congénitale; d'autres déterminent l'existence d'anticorps 

spécifiques d'isotype IgG (sans réponse IgM et IgA), marqueurs de toxoplasmose chronique et 

d'immunité à la réinfection. 

Le test de lyse ("dye test") décrit en 1948 par Sabin et Feldman est la technique de 

référence servant à étalonner des sérums de l'OMS titrés en unités internationales. Il a pour 

principe la mise en évidence de la lyse des toxoplasmes exposés aux anticorps spécifiques en 

présence de complément. 

Les tests d'immunofluorescence indirecte utilisant un conjugué fluorescent anti-IgG 

(Walton et co11.,1966) ou un conjugué anti-IgM (Remington et coll., 1968), sont des réactions 

encore couramment utilisées. 

D'autres techniques, basées sur l'agglutination directe des toxoplasmes ou 

l'hémagglutination indirecte de globules rouges recouverts d'antigènes de T. gondii (Jacobs et 

Lunde, 1957) en présence des sérums, avant et après traitement au 2-mercaptoéthanol (qui 

dissocie les IgM), permettent de quantifier les anticorps IgM spécifiques. 

Ces différentes techniques, à l'exception du "dye test", se heurtent à la détection de 

faux négatifs (par un phénomène de compétition au niveau des sites antigéniques non 



accessibles aux IgM quand le taux d'IgG est élevé) et de faux positifs (interférence possible 

avec les facteurs rhumatoïdes et les IgM naturelles). 

Une technique d'agglutination réverse (ISAGA), décrite par Desmonts et coll. (1981), 

semble être très spécifique et sensible pour la détection des IgM anti-T. gondii. Ce test 

consiste à adsorber sur une plaque, des anticorps anti-IgM qui piégeront les IgM du sérum à 

tester; une suspension de tachyzoïtes est ensuite ajoutée: les parasites s'agglutinent s'il existe 

des IgM spécifiques dans le sérum. 

Les réactions immunoenzymatiques (ELISA) ont été appliquées au diagnostic de la 

toxoplasmose, dès 1976 (Voller et coll.). Des techniques d'immunocapture enzymatique 

permettent de piéger toutes les IgM sériques (comme en ISAGA), puis une révélation 

spécifique permet de ne détecter parmi elles, que les IgM anti-Toxoplasma. Ces techniques se 

différencient de I'ISAGA, par l'utilisation d'extrait antigénique de toxoplasme (à la place des 

parasites entiers) et par la révélation de la réaction qui s'effectue avec des immunoglobulines 

anti-toxoplasme couplées à une enzyme (Naot et Remigton, 1980; Cesbron et coll., 1985). 

Une technique d'immunoélectrodiffusion suivie d'une immunofiltration avec des 

anticorps monospécifiques couplés à une enzyme (anti-IgG, IgM, IgA ou IgE), "Enzyme- 

Linked Immuno-Filtration Assay" (ELIFA) (Pinon et Gruson, 1982), permet de différencier 

les anticorps IgG, IgM, IgA et IgE et présente un intérêt certain pour le diagnostic de la 

toxoplasmose congénitale, par la comparaison des profils immunologiques du sang de la mère 

et du foetus ou du nouveau-né (Pinon et coll., 1985). 

Les IgM peuvent persister pendant plusieurs années après l'infection par T. gondii 

(Thulliez, 1989). Actuellement, la recherche des anticorps IgA et IgE spécifiques qui 

apparaissent aussi précocément que les IgM, mais qui disparaissent souvent avant les IgM, 

semble pouvoir apporter des indications diagnostiques supplémentaires (Turunen et coll., 

1983; Le Fichoux et coll., 1987; Pinon et coll., 1986 et 1990; Pujol et coll., 1989). Un test 

d'immunocapture permettant de détecter les IgA dirigées contre l'antigène majeur de T. 

gondii, P30, permet de déceler ces anticorps spécifiques au cours de la phase aiguë de la 

toxoplasmose acquise (de 1 à 6 mois après l'infection) et dans le cas de la toxoplasmose 



congénitale, uniquement chez les enfants contaminés par le parasite pendant la grossesse de 

leur mère (Decoster et coll., 1988a). 

La recherche parallèle des anticorps IgM, IgA et IgE peut ainsi augmenter la validité 

du diagnostic des toxoplasmoses aiguës et congénitales. 

La recherche des antigenes parasitaires circulants peut aussi être d'un intérêt 

diagnostique considérable, chez les patients immunodéprimés. En effet, ces antigènes sont 

détectables avant l'apparition des anticorps spécifiques (Van Knapen, 1982) et leur présence 

est indépendante des capacités immunitaires de l'individu (Candolfi et coll., 1987). 

3.2. Le traitement 

Le traitement est généralement constitué par l'utilisation d'antibiotiques tels que la 

spiramycine ou l'association d'un sulfamide (inhibiteur de la synthèse d'acide folique), la 

sulfadiazine par exemple et d'un inhibiteur de l'enzyme dihydrofolate réductase (qui 

intervient dans la synthèse des acides nucléiques) comme la pyriméthamine (McCabe et Oster, 

1989). 

La spiramycine diminue les risques de transmission materno-foetale du toxoplasme, au 

niveau du placenta. Son utilisation, chez les femmes enceintes, est d'autant plus recommandée 

qu'elle n'induit pas d'effets secondaires indésirables (Couvreur et coll., 1988). 

L'association sulfadiazine-pyriméthamine qui semble plus efficace (Derouin et 

Chastang, 1989) est utilisée dans les cas de toxoplasmoses congénitales et acquises. Par ce 

traitement, les formes tachyzoïtes sont tuées mais les formes enkystées ne sont pas éliminées. 

D'autre part, les sulfamides présentent une grande toxicité chez les patients atteints du SIDA. 

Chez ces derniers, le traitement de l'encéphalite toxoplasmique peut s'effectuer par une 

combinaison de pyriméthamine-clindamycine, qui semble être moins toxique mais peu 

efficace en thérapie à long terme (Westblom et Belshe, 1988; Leport et coll., 1989). 



4. INTERET DES SONDES ANTICORPS MONOCLONALES 

4.1. Historiaue 

La découverte du phénomène d'hybridation cellulaire est attribuée à Barski et coll. 

(1960) qui ont observé la production spontanée de cellules de caractère "hybride", dans une 

culture in vitro mixte de deux souches de cellules somatiques de souris ayant des marqueurs 

chromosomiques différents. Cette observation fut confirmée par les travaux de Sorieul et 

Ephrussi (1961) et par ceux de Gershon et Sachs (1963). 

Un système de sélection décrit par Littlefield (1964), a permis la seule multiplication 

des cellules hybrides issues d'une culture mixte de cellules déficientes en hypoxanthine 

guanine phosphoribosyl transférase, HGPRT- (résistantes à 3 mg/l d'azaguanine) et de 

cellules déficientes en thymidine kinase, TK- (résistantes à 30 mg/l de 5- 

bromodeoxyuridine). Ce système de sélection repose sur le fait que les cellules de 

mammifères possèdent deux voies de synthèse des nucléotides: une synthèse de novo, à partir 

de sucres et d'acides aminés (pouvant être inhibée par l'aminoptérine) et une voie de synthèse 

utilisant des nucléotides préformés (l'hypoxanthine et la thymidine) nécessitant la présence 

des enzymes HGPRT et TK (voir Fig 3). Un milieu permettant la sélection des hybrides 

(TK+/HGPRT+) parmi les cellules HGPRT-/TK+ et TK-/HGPRT+ peut être tout 

simplement réalisé par incorporation d'hypoxanthine, d'aminoptérine et de thymidine (milieu 

HAT). 

D'autre part, les faibles pourcentages des fusions cellulaires spontanées furent 

augmentés considérablement par l'utilisation d'agents fusogènes tels que le virus de Sendai 

inactivé (Yerganian et Nell, 1966) et le polyéthylène glycol (Davidson et Gerald, 1976). 

4.2. Les hvbridomes Droducteurs d'anticor~s monoclonaux 

Des lignées de lymphomes B (myélomes), chacune caractérisée par la sécrétion d'une 

immunoglobuline particulière, ont été établies en culture à partir de cellules tumorales 

(Seligman et Brouet, 1973; Weigert et coll., 1974). Puis, des variants déficients dans 
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FIGURE 3 - P r i n c i p e  des sélections d'hybrides 
reposan t  sctr la rtacqctisi t ion d ' u n e  HGPRT fonctionnelle. 

L'activité HGPHT est  indispensable pour la production de nucléotides puriques 
h par t i r  d'liypoxantliine lorsque la voie endogène de biosyntlièse des purines 
est inhibée. Deux  inhibiteurs sont couramment employés : l 'aminoptérine e t  
l'azûsérine. L'aminoptérine inhibant simultanément la biosyntlièse d u  désoxy- 
thymidylate (TMP) ,  soli utilisation impose l 'addition de thymidine au milieu ; 
elle contre-sélectionne simultanément les cellules HGPRT- e t  TK-. L'azasérine 
inhibe spécifiquement la biosynthèse purique ; elle est utilisée pour la sélection 
d'hybrides ent re  lymphocytes normaux, qui dégéiiè~ent spontanémciit,  e t  
lignees I-IGPRT-. 

IAlP = inosine-monopliosphat e; AMP = adéilosine-moiiopliosphate; GMP = gua- 
nosine-monopliosp hate. 

(Buttin G. et Cazenave P.A., 1980) 



l'expression de gènes d'immunoglobuline ont été isolés à partir de myélomes cultivés in vitro 

(Kahler et coll., 1976; Shulman et coll., 1978). 

Les premières expériences conduisant à la production d'anticorps monoclonaux ont été 

celles de Kahler et Milstein en 1975. En fusionnant des cellules myélomateuses sensibles au 

système de sélection de Littlefield (milieu HAT) avec des lymphocytes B de souris 

immunisée, ils ont obtenu des hybrides cellulaires dont certains synthétisent des anticorps 

spécifiques de l'antigène utilisé pour l'immunisation. 

Ainsi, la fusion d'une cellule de myélome et d'un plasmocyte sécréteur d'anticorps 

peut être à l'origine d'une cellule hybride conservant la capacité de multiplication indéfinie 

du myélome; si l'hybride manifeste également la propriété de sécréter l'anticorps monoclonal 

(AcMc) particulier, un clone sécréteur de l'anticorps peut être engendré. 

4.3. A~uiications et utilisations des anticor~s monoclonaux en ~arasitoloaie 

L'analyse des composants antigéniques est parfois difficile en parasitologie, en raison 

de la complexité des structures parasitaires et des variations d'expression antigénique qui 

existent au cours du cycle de vie des parasites. C'est pourquoi les AcMc représentent un outil 

d'une puissance remarquable. Durant la dernière décennie, les AcMc, associés à d'autres 

techniques chimiques et immunochimiques ont permis la caractérisation et l'isolement de 

nombreux antigènes parasitaires. Ils ont servi à étudier les mécanismes de l'immunité anti- 

parasitaire et ont participé au développement de techniques diagnostiques. Nous pouvons citer 

quelques exemples. 

- Identification, isolement et caracttirisation fonctionnelle des antigbnes parasitaires: 

L'une des applications les plus évidentes des AcMc anti-parasitaires est leur utilisation 

pour l'identification des déterminants antigéniques spécifiques (de surface, de stade de vie, 

d'espèce etc). Dans le domaine du paludisme, les AcMc ont apporté une large contribution à 

la connaissance des antigènes de surface des différentes espèces de Plasmodium. Cette 

approche se trouve remarquablement illustrée dans les études réalisées sur la protéine 

circumsporozoïte (CSP) spécifique du stade sporozoïte du Plasmodium. La structure de 



l'épitope immunodominant de Plasmodium falciparum a pu être établie par utilisation de 

techniques d'inhibition de la fixation d'AcMc sur la protéine CS, par différents peptides 

synthétiques; ces AcMc ainsi que les sérums polyclonaux humains réagissent avec des 

séquences répétées de structure (Asn-Ala-Asn-Pro)3 (Zavala et coll., 1985). 

Chez Trypanosoma cruzi, nous pouvons citer la reconnaissance par un AcMc, d'un 

antigène spécifique de cette espèce (antigène S), ce qui permet de différencier T. cruzi des 

autres trypanosomes d'Amérique Latine comme Trypanosoma rangeli (Orozco et coll., 1984). 

Chez Toxoplasma gondii, la caractérisation des antigènes de surface s'est effectuée 

principalement grâce à l'utilisation d'AcMc (Handman et Remington, 1980; Couvreur et coll., 

1988). Les AcMc dirigés contre un antigène majeur de surface des tachyzoïtes (P30), et 

contre un antigène cytoplasmique de 58 kDa ont permis la purification de ces antigènes par 

immunoadsorption, respectivement par Kasper et coll. (1983) et Sharma et coll. (1984). Le 

r61e de ces antigènes dans l'immunité protectrice a pu être étudié par des essais d' 

immunisation (Kasper et coll., 1985; Sharma et coll., 1984). 

Des AcMc dirigés contre les antigènes majeurs de surface de T. gondii exercent des 

pouvoirs lytiques variables sur les tachyzoites de souches différentes, ce qui confirme les 

différences d'expression antigénique à la surface des parasites de souches différentes (Ware et 

Kasper, 1987). 

- Propriétés effectrices des anticorps monoclonaux: 

L'une des applications des AcMc est leur utilisation dans l'analyse des mécanismes 

effecteurs et des mécanismes de régulation de la réponse immune anti-parasitaire. 

Les AcMc dirigés contre les antigènes de surface des sporozoites de Plasmodium ont 

des propriétés neutralisantes vis-à-vis des sporozoites (Zavala et coll., 1985). 

Des AcMc spécifiques d'antigènes de surface de tachyzoïte de Toxoplasma gondii 

entraînent la lyse des parasites en présence de complément (Handman et Remington, 1980). 

Sur des cultures infectées par des toxoplasmes, des AcMc dirigés contre des antigènes 

de rhoptries diminuent le nombre de cellules infectées par les parasites. L'auteur suggère la 

neutralisation du PEF ("Penetration Enhancing Factor") par ces AcMc (Schwartzman, 1986). 



Dans le domaine de la schistosomiase, les AcMc ont clairement participé à une 

meilleure compréhension des mécanismes effecteurs et de leur régulation. En effet, au cours 

de l'infection expérimentale du rat par S. mansoni, deux mécanismes de cytotoxicité 

dépendante de cellules effectrices et d'anticorps (ADCC) ont été démontrés: l'un dépendant 

de l'éosinophile et d'anticorps de classe IgG et l'autre faisant intervenir différentes cellules 

effectrices (éosinophile, macrophage, plaquette) et des anticorps IgE. La stratégie d'AcMc 

mise en place a d'une part permis l'identification de certains des antigènes cibles de ces 

mécanismes effecteurs (38 et 26 kDa, respéctivement) mais également, la détermination de la 

nature IgG2a des anticorps dirigés contre l'antigène de 38 kDa qui sont impliqués dans le 

mécanisme effecteur dépendant de l'éosinophile (Grzych et coll., 1982; Verwaerde et coll., 

1987). Par contre, un AcMc d'isotype IgGZc, dirigé lui aussi contre l'antigène de 38 kDa et 

n'entraînant aucune activité cytotoxique in vitro ou in vivo présente une activité bloquante des 

effets de l'anticorps d'isotype IgG2a-anti 38 kDa (Grzych et coll., 1984). Un tel mécanisme 

de régulation, jusqu'alors non soupçonné, a pu être par la suite retrouvé au cours de la 

schistosomiase humaine où l'existence d'anticorps bloquants d'isotype IgM et IgG2 corrèle 

avec une suscepetibilité à la réinfection (Khalife et coll., 1986; Butterworth et coll., 1988). 

- Applications aux techniques diagnostiques: 

Les AcMc peuvent être utilisés dans l'identification des anticorps ou des antigènes 

circulants marqueurs de l'infection parasitaire. Ainsi, une technique ELISA de dépistage des 

toxoplasmoses acquises aiguës ou congénitales est basée sur la capture des anticorps IgM du 

sérum par un sérum polyclonal anti-IgM et sur la sélection des IgM spécifiques par l'addition 

d'un extrait antigénique enrichi en P30 et d'un AcMc anti-P30 marqué par une enzyme 

(Cesbron et coll., 1985). La même technique adaptée à la détection des anticorps IgA anti- 

P30 est en cours de développement (Decoster et coll., 1988a). 



MATERIELS ET METHODES 



1. LES PARASITES 

1 .l. Souches de T. nondii utilisées 

- Souche RH: elle a été isolée en 1939, aux USA, d'un enfant mort d'encéphalite 

toxoplasmique (Sabin, 1941). Depuis 1939, cette souche non kystogène et fortement pathogène 

pour la souris est entretenue par passages des tachyzoïtes chez cet animal, tous les trois à 

quatre jours. 

- Souche 76K: elle a été isolée du cerveau d'un cobaye mort après son arrivée au 

laboratoire de parasitologie de Marseille en 1963 (Laugier et quilici, 1970). Les souris 

inoculées avec le broyat de cerveau du cobaye ont survécu. Leur cerveau était riche en kystes 

toxoplasmiques. Le passage de cette souche kystogène est assuré par inoculation intra- 

péritonéale de kystes tous les deux mois à des souris. 

1.2. Obtention et entretien des tachvzoïtes 

- Isolement des tachyzoltes P partir des ascites de souris infectées: la souche virulente 

RH de Toxoplasma gondii est entretenue dans l'animalerie de l'Institut Pasteur de Lille, chez 

des souris Swiss/OFl. Les tachyzoïtes sont récoltés en milieu RPMI 1640 (Gibco, Pleasanton, 

C.A., USA), par lavage intrapéritonéal des souris infectées trois jours auparavant par voie 

intrapéritonéale. Ils sont ensuite filtrés sur membrane de polycarbonate de porosité 3 pm 

(Nuclepore, Pleasanton, CA., USA) afin d'éliminer les contaminants cellulaires des ascites de 

souris. 

- Isolement i partir de cellules en culture: Les tachyzoïtes provenant de cultures de 

cellules humaines HEP-2 infectées quatre jours auparavant par la souche RH de T .  gondii 

(récoltés par lavage intrapéritonéal de souris infectées) sont filtrés sur membrane de 

polycarbonate 3 pm. 



1.3. Obtention et entretien des kvstes 

Les bradyzoïtes sont obtenus à partir des kystes de cerveau de souris Swiss/OFl 

infectées 2 mois auparavant par voie intrapéritonéale par des kystes de la souche 76 K de T. 

gondii. Les cerveaux de souris infectées sont homogénéisés en tube Potter de 20 ml (Thoma, 

PENN, USA) et les kystes sont purifiés par centrifugation en gradient discontinu dans une 

solution de gomme arabique (Nakabayashi et Motomura, 1983). Les kystes purifiés sont alors 

lavés avec du tampon PBS 10 mM ( Na2HP04 7,2 mM, NaH2P04 2,8 mM, NaCl 150 mM, 

pH 7,2) et remis en suspension dans de l'eau distillée à une concentration de 2 x 10 5 

kystes/ml. 

2. PREPARATION DES EXTRAITS ANTIGENIQUES 

2.1. Pré~aration des extraits antigéniaues de tachvzoïtes 

2.1.1. Extraction des antiaènes solubles 

Les tachyzoïtes provenant des ascites de souris infectées sont lavés 3 fois en PBS et le 

culot parasitaire est remis en suspension dans de l'eau distillée à une concentration de 6 x 10 8 

tachyzoïtes/ml. Cette suspension est soumise à 4 traitements successifs aux ultra-sons, de 1 

mn chacun, suivis d'une congélation à -20°C et de 5 passages à la X Press (LKB, Uppsala, 

Suède). La solution finale est centrifugée à 32 000 g pendant 2 h. Le surnageant est utilisé 

par la suite comme source d'antigènes solubles après i'addition de 100 U/ml d'aprotinine 

(Sigma). 

2.1.2. Extraction des antigènes membranaires 

Le culot final qui contient les antigènes membranaires est solubilisé par du détergent 

CHAPS ( 3-((3-cholamidopropyl)-dimethylammonio)-propansulfonate) (Fluka, Buchs, Suisse): 

le culot correspondant à 2 x 10' tachyzoïtes est traité par 30 mg de CHAPS dans 5 ml d'une 

solution d'inhibiteurs des protéases (fluorure de phényl méthyl sulfonyle (PMSF, Sigma) 0,04 

mM, acide éthylène diamine tétraacétique (EDTA, Prolabo, Paris, France) 0,25 mM, Na-p- 

tosyl-L-lysine chlorométhyl cétone (TLCK, Sigma) 0,2 mM et N-tosyl-L-phenylalanine 



chlorométhyl cétone (TPCK, Sigma) 0,2 mM, en PBS). Cette suspension est incubée pendant 

une nuit à 4"C, sous agitation, puis centrifugée à 1000 g pendant 10 mn. Le surnageant est 

filtré sur une membrane Millipore de 0,22 pm (Millipore Corp, Bedford, MA, USA). Il est 

utilisé par la suite comme source d'antigènes membranaires. 

Un mélange de même concentration d'antigènes solubles et membranaires est utilisé 

par la suite, en tant qu'extrait total de tachyzolte. 

2.1.3. Les antigènes se fixant à la concanavaline A 

Une solution contenant 2 mg d'extrait total de tachyzoïtes est passée pendant 1 h sur 

une colonne constituée par 2 ml de Con A-Sépharose (Pharmacia) préalablement équilibrée 

par du tampon TNN~ '  (Tris 10 mM/HCl pH 7,4, NaCl 150 mM, nonidet P40 0,596 (v/v), 

CaC12 1 mM et MgC12 1 mM). La colonne est ensuite lavée avec 40 ml de tampon TNN~', 

puis avec 10 ml de galactose 0,2 M en TNN~'  afin d'éliminer les fixations non spécifiques à 

la lectine. 

Les molécules fixées à la Con A sont éluées avec 15 ml d'une solution ded-D-méthyl 

mannopyranoside (Sigma) 0,2 M en TNN*+. L'éluat est dialysé pendant 72 h contre du PBS 

avec de fréquents changements de bain avant d'être concentré à 1 ml auquel 100 UI 

d'aprotinine sont ajoutées. 

2.1.4. Les antigènes d'excrétion-sécrétion des tachvzoïtes 

Les antigènes d'excrétion-sécrétion (AES) non marqués, utilisés pour les 

immunisations animales ainsi qu'en immunoélectrotransfert, sont préparés selon la méthode 

suivante: 

Les tachyzoïtes de la souche RH (1,5 x 108) sont incubés pendant 3 h à 37°C sous 

agitation douce, dans des tubes à essai contenant 1,s ml de milieu RPMI-1640 avec 10 % de 

sérum de souris, de rat, d'homme ou de veau (Flow, Paris) décomplémenté par 30 mn 

d'incubation à 56°C. 

La viabilité des tachyzoites avant et après l'incubation à 37°C est vérifiée grâce à un 

test de perméabilité des parasites morts à l'érythrosine B, selon la méthode décrite par Jaffe 



et coll. (1984). Un mélange de 0,05 ml de la suspension de tachyzoïtes et de 0,05 ml d'une 

solution d'érythrosine B à 0,4 % (p/v) dans du PBS est incubé dans un bain de glace, pendant 

5 mn. Une goutte est alors déposée sur une lame et examinée à l'aide d'un microscope 

optique (~400). Les préparations renfermant moins de 20 % de parasites morts sont retenues. 

Au bout de 3 h, les tubes contenant les tachyzoïtes sont centrifugés à 1000 g, pendant 

10 mn. Les surnageants contenant les AES sont filtrés sur une membrane Millipore 0,22 Pm 

et concentrés 5 fois. Ces préparations, auxquelles sont ajoutées 100 U/ml d'aprotinine, sont 

conservées à -70°C jusqu'à l'utilisation. 

2.2. Pré~aration de l'extrait de bradvzoïtes 

Les kystes sont soumis à 4 traitements successifs aux ultra-sons, de 1 mn chacun, 

suivis d'une congélation et de 17 passages par la X Press. Après 2 h de centrifugation à 

32000 g, le surnageant renfermant les antigènes solubles est récolté puis additionné de 5% (v/v) 

de PMSF à 40 mM. 

Le culot contenant les antigènes membranaires est solubilisé par une solution de 

détergent CHAPS (75 mg dans 5 ml de solution d'inhibiteurs des protéases) comme 

précédemment décrit (voir 2.1.2) 

L'extrait de bradyzoïtes est reconstitué par un mélange adéquat des fractions soluble 

et membranaire. 

Des cerveaux de souris non-infectées sont traités de la même manière et utilisés pour 

l'immunisation des souris contrdles. 

3. IDENTIFICATION DES ANTIGENES CIBLES DES SERUMS IMMUNS ET DES 

ANTICORPS MONOCLONAUX 

L'identification des AES immunogènes au cours des toxoplasmoses humaine et 

expérimentale, ainsi que des molécules portant les déterminants antigéniques reconnus par nos 

anticorps monoclonaux a été réalisée par les techniques d'immunoprécipitation et 



d'immunoélectrotransfert. L'analyse des molécules antigéniques sélectionnées selon ces deux 

techniques a été réalisée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide-SDS. 

3.1. PréDarations des antigènes radiomarauég 

3.1 .l. Marauaae des antigènes de surface des tachvzoïtes tia r 1251 - 
Les antigènes de surface des tachyzoïtes sont marqués selon la méthode décrite par 

Howard et coll. (1982)' par utilisation d'Iodogène. 

Un milligramme d'Iodogène (PIERCE chemical Co) est dissous dans 1 ml de 

chloroforme. Trois cents ul de cette solution sont transférés dans un tube en verre où le 

8 solvant est évaporé sous courant d'azote. Le tube, dans lequel sont ajoutés 2 x 10 tachyzoïtes 

dans 1 ml de PBS, est placé dans un bain de glace. Le marquage est effectué pendant 10 mn, 

par i'addition de 26 MBq (0,7 mCi) d'12j1 (Amersham, France). Puis le mélange est transféré 

dans un tube contenant 15 ml d'une solution de PBS renfermant du Na1 5 mM, afin d'arrêter 

la réaction. Après 3 lavages en PBS-Na1 5 mM, le culot parasitaire est repris dans 1 ml de 

solution TNE (Tris 10 mM/HCl pH 7,4, EDTA 2 mM, NaCl 0,15 M, nonidet P40 (NP40) 0'5 

% et aprotinine 100 U/ml). Après une nuit d'incubation sous agitation, à 4°C' cette 

suspension est centrifugée pendant 20 mn à 3500 g et le surnageant est conservé à -70°C. 

3.1.2. Marauage Dar 125~ des antigènes d'extrait soluble des tachvzoites et d'extrait des 

bradvzoïteg 

Ces marquages sont effectués selon la méthode à la chloramine T (Hunter et 

Greenwood, 1%2). 

A 0,2 mg d'antigène dans 0,l ml de tampon phosphate 0,5 M, pH 7,4 est ajouté 7,4 

MBq (0,2 mCi) d'12j1. Le marquage est alors induit par 0,04 ml de chloramine T (2 mg/ml 

en tampon phosphate 0,5 M, pH 7,4) ajouté goutte à goutte. Après une minute d'agitation, la 

réaction est arrêtée par 0,O8 ml de métabisulfite de sodium (2 mg/ml en tampon phosphate 

0,5 M). Les protéines marquées par 12j1 sont séparées de l'iode radioactif libre par élution 

sur une colonne de gel de filtration Sephadex G25 (PDIO, Pharmacia, Uppsala, Suède) 

auparavant équilibrée en tampon phosphate 0,5 M, pH 7,4. 



3.1.3. Marauaae métaboliaue des antigènes d'excrétion-sécrétion des tachvzoites Dar la 

%-méthionine 

Le marquage métabolique des protéines des tachyzoïtes de la souche RH par la 3 5 ~ -  

méthionine s'est effectué selon la méthode suivante. 

Après filtration sur membrane Nuclepore (3 pm) et un lavage en milieu RPMI 1640, 

les tachyzoites sont mis en suspension dans du milieu RPMI dépourvu de méthionine et de 

cystine (Kit RPMI-1640 Select Amine, GIBCO, Paisley, Ecosse) contenant 10 % de sérum de 

veau décomplémenté et préalablement dialysé contre du PBS, à raison de 1,5 x 10 8 

tachyzoïtes par tube dans 1,5 ml de milieu. Les tubes sont incubés pendant 30 mn à 37°C et 

soumis à une douce agitation. Le marquage radioactif des parasites est réalisé par addition de 

9,25 MBq (0,25 mCi) de 35~-méthionine (Amersham) dans les tubes qui sont alors replacés à 

37°C sous agitation. Au bout de 1 h, une chasse est réalisée par addition de méthionine et de 

cystine non marquées du Kit RPMI, à la même concentration que dans le milieu RPMI 1640 

complet. Les tubes sont alors remis à 37"C, sous agitation, pendant 1 h 30 mn, ce qui permet 

la sécrétion des antigènes parasitaires marqués par 3 5 ~ - ~ e t .  Après une centrifugation à 1000 

g pendant 10 mn, les surnageants sont filtrés sur une membrane Millipore 0,22 Pm. Ils sont 

alors concentrés 5 fois et dialysés contre du PBS, afin d'éliminer la méthionine radioactive 

libre. 

Après addition de 100 U/ml d'aprotinine, les préparations ~ ~ s - ~ ~ s - m é t h i o n i n e  sont 

stockées à -70°C. 

3.1.4. Extraction des antiaènes solubles maraués Dar la %-méthionine des tachvzoites 

Les culots parasitaires marqués par la 35~-méthionine obtenus après centrifugation 

(voir 3.1.3) sont rassemblés, lavés 4 fois en PBS puis remis en suspension dans de l'eau 

distillée à raison de 2 x 108 tachyzoïtes par ml. Cette suspension est soumise à 6 cycles de 

congélation (dans l'azote liquide) et de décongélation (dans un bain à 37°C). Une 

centrifugation d'une heure à 40 000 g permet alors de séparer le surnageant contenant les 

antigènes solubles du culot qui renferme les antigènes membranaires. 



3.1.5. Extraction Dar le nonidet P40 des antiaénes maraués Dar la %s-méthionine des 

Jachvzoïte~ 

Les culots de parasites marqués par la 35~-méthionine obtenus après centrifugation 

(voir 3.1.3) ou le culot renfermant les antigènes membranaires (voir 3.1.4) sont lavés 4 fois en 

PBS et soumis il une extraction antigénique par le détergent NP40 en tampon TNE, comme 

décrit précédemment (voir 3.1.1). 

3.1.6. Extraction des antigènes radiomaraués des tachvzoïtes se fixant B la 

çoncanavaline A 

Les ~ ~ s - ~ ~ s - m é t h i o n i n e  ou les antigènes membranaires marqués par 1251 

8 correspondant ii 10 tachyzoïtes sont dialysés contre le tampon TNN~ '  (voir 2.1.3) puis passés 

sur une colonne de Sépharose-Con A, comme décrit auparavant (voir 2.1.3). 

3.2. Les sérums immuns 

3.2.1. Sérums d'infection 

Les souris BALB/c ont été infestées par voie intrapéritonéale par 30 kystes de la 

souche 76 K dans 0,25 ml de PBS. 

Des rats Fischer ont été infestés par lo5 tachyzoïtes de la souche RH dans 0,5 ml de 

PBS, par voie intrapéritonéale. 

3.2.2. Sérums d'immunisation 

Des souris BALB/c ont reçu à 10 jours d'intervalle, 4 injections sous-cutanées d'AES 

7 (correspondant à l'excrétion de 5 x 10 tachyzoïtes, pendant 3 h en présence de 10% de 

sérum de souris décomplémenté) ou d'un extrait de bradyzoïtes (correspondant il 5 x 10 3 

kystes) dans 0'1 ml de PBS mélangé à 0'1 ml d'adjuvant incomplet de Freund. Comme 

contr6le, des souris témoins sont immunisées avec de l'extrait de cerveau de souris non- 

infectées. 



Des rats Fischer ont reçu, à 10 jours d'intervalle, 4 injections sous-cutanées d'AES 

(correspondant à l'excrétion de 108 tachyzoïtes, pendant 3 h en présence de 10% de sérum de 

4 rat) ou d'extrait antigénique de bradyzoïtes (correspondant à 10 kystes), dans 0,3 ml de PBS 

mélangé à 0,3 ml d'adjuvant incomplet de Freund. Des rats témoins ont reçu de l'adjuvant 

seul. 

Des lapins sont immunisés par injection intradermique de 0,75 ml d'AES (excrétion de 

8 7,5 x 10 tachyzoïtes, en présence de sérum de lapin) associé à 0,75 ml d'adjuvant incomplet 

7 de Freund. Une injection de rappel d'AES (excrétion de 7,5 x 10 tachyzoïtes) mélangé à 

l'adjuvant incomplet de Freund est effectuée un mois plus tard. 

3.2.3. Sérums humains 

Les sérums humains proviennent du laboratoire Saint-Antoine, à Lille. Il s'agit de 

sérums d'infection prélevés en phase aiguë ou en phase chronique et de sérums négatifs, 

testés par hémagglutination indirecte (avec ou sans pmercaptoéthanol) et par 

immunofluorescence indirecte, pour la détection des IgG ou des IgM spécifiques. 

3.3. Immuno~réci~itation 

Des aliquots renfermant (1) 400 000 cpm d'antigènes m e r n b r a n a i r e ~ - l ~ ~ ~ ,  (2) 400 000 

cpm d'extrait soluble-1251, (3) 40 000 cpm de A E S - ~ ~ S - M ~ ~ ,  (4) 250 O00 cpm d'antigènes- 

" s - ~ e t  solubles ou extraits au NP40 et (5) 15 O00 cpm de A E S - ~ ~ S - M ~ ~  fixant la Con A 

sont ajoutés dans 0,5 ml du tampon d'adsorption (Tris 10 mM/HCl pH 8, EDTA 2 mM, NaCl 

150 mM, NP40 0'5 %, aprotinine 100 U/ml). 

Aux antigènes radiomarqués sont ajoutés soit cinq )il de sérums immuns ou contr6les 

soit les anticorps monoclonaux à raison de 5 ul de liquide d'ascite ou de 0,25 ml de 

surnageant de culture. 

Après 2 h d'incubation sous agitation à 37"C, les échantillons renfermant les 

immuncomplexes sont transférés dans des tubes contenant 10 mg (poids sec) de protéine A- 

Sépharose (Pharmacia) préalablement mouillée dans du tampon d'adsorption. Les tubes sont 



alors placés à 4"C, sous agitation, pendant une nuit, afin de réaliser la fixation des 

immuncomplexes à la protéine A, par la partie constante des immunoglobulines. 

Les culots de protéine A-Sépharose sont alors soumis à plusieurs lavages en tampon 

d'adsorption par des centrifugations de 5 mn à 200 g, jusqu'à ce que les surnageants soient 

dépourvus de radioactivité. 

L'élution des immuncomplexes est effectuée par traitement du gel de protéine A avec 

0,04 ml de tampon d'échantillon (Tris 62,5 mM/HCl pH 6,8, SDS 3 % (p/v), glycerol 10% 

(p/v), B-mercaptoéthanol 5 %) et par 3 mn de chauffage à 100°C. Après centrifugation, les 

surnageants sont récupérés puis analysés en électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS. 

3.4. Electro~horèse en ael de ~olvacrvlamide-SDS (SDS-PAGE) 

La séparation des protéines est effectuée selon la méthode de Laemmli (1970), dans 

un gel homogène contenant 10 % ou 13 % de polyacrylamide. 

Les échantillons, ainsi que des marqueurs de poids moléculaire précolorés (BRL, 

Gaithersburg, MD, USA) ou non colorés (Pharmacia LKB, Uppsala, Suisse ) sont chauffés 

pendant 2 fois 1,5 mn, à 100°C, avant d'être déposés sur le gel. 

Autoradiographie: les gels destinés à l'autoradiographie sont immergés dans une 

solution contenant 8 % d'acide acétique et 20 % de méthanol, pendant 30 mn; puis dans un 

bain d'Amplificateur (Amersham) pour augmenter la sensibilité de détection quand il s'agit 

d'antigènes marqués par la 35~-méthionine. Les gels sont ensuite séchés et exposés contre des 

films X-Omat AR Kodak (Eastman Kodak Co, Rochester, NY, USA), pendant 2 à 10 jours, 

à -70°C. 

3.5. Immunoélectrotransfert 

Les antigènes sont séparés par SDS-PAGE, comme précédemment décrit (voir 3.4), 

avec ou sans B mercaptoéthanol dans le tampon échantillon. 

Les protéines sont transférées électrophorétiquement sur une feuille de nitrocellulose, 

selon la méthode décrite par Towbin et coll. (1979). Le transfert est réalisé en tampon Tris 

0,02 M, glycine 0,15 M, méthanol 20 %, pendant 3 h à 60 volts et 0,2 ampères. 



La membrane de nitrocellulose est ensuite saturée pendant 1 h, dans du tampon PBS 

contenant 5% de lait écrémé (Gloria), puis elle est découpée en fines bandes. Les bandes sont 

incubées avec les anticorps monoclonaux (surnageants de culture purs ou liquides d'ascites 

dilués au 1/200 en PBS-lait) ou avec des sérums immuns (dilués au 1/ 100), durant une nuit à 

4°C. 

Après 3 lavages en PBS, Tween 0,5 %, les bandes sont incubées avec de l'antisérum 

spécifique marqué à la peroxydase (Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette) dilué en PBS- 

lait, pendant 2 h à 20°C. Les bandes sont alors lavées 3 fois en PBS-Tween et révélées par 

une solution contenant le substrat enzymatique (30 mg de 4-chloro-1-naphtol dans 10 ml de 

méthanol froid, 40 ml de PBS et 50 pl de H202 à 30 %). 

Au bout de 112 h après l'apparition des bandes de couleur violette correspondant aux 

antigènes reconnus, les membranes sont rincées à l'eau, afin d'arrêter la réaction. 

4. CARACTERISATION DE LA NATURE BIOCHIMIQUE DE CERTAINS ANTIGENES 

4.1. Mise en évidence d'une ~rotéine fixant le calcium 

Afin d'analyser les antigènes qui fixent le calcium ("Calcium-binding proteins"), les 

protéines solubles sécrétées par les toxoplasmes sont isolées en milieu dépourvu de calcium 

selon la méthode décrite par Sibley et coll. (1986). Elles sont alors séparées par SDS-PAGE et 

transférées sur une feuille de nitrocellulose. La membrane de nitrocellulose est alors incubée 

avec 37 x lo3 Bq/ml (1 F i )  de 4 5 ~ a ~ 1 2 ,  afin de détecter ensuite les bandes radioactives par 

autoradiographie (Maruyama et coll., 1984). La même membrane est ensuite réutilisée pour 

l'immunodétection de l'antigène (voir 3.5) par l'anticorps monoclonal TG17-43. 

4.2. Déalvcosvlation des antigènes 

Afin de vérifier la nature protéique des épitopes reconnus par les anticorps 

monoclonaux, nous avons procédé à la déglycosylation des antigènes de l'extrait total de 

tachyzoites par l'acide trifluorométhane sulfonique (TFMS) et par le métapériodate de 

sodium. 



Les extraits déglycosylés ont été par la suite analysés en immunoélectrotransfert vis-à- 

vis des différents anticorps monoclonaux. 

4.2.1. Déalvcosvlation var le TFMS 

Cette déglycosylation qui s'effectue au niveau des liaisons O-glycosyl des 

glycoprotéines, est réalisée selon la méthode décrite par Edge et coll. (1981). 

A 6 mg d'extrait total de tachyzoites lyophilisé, est ajouté un mélange de 1 ml 

d'anisole et de TFMS (Aldrich, Strasbourg) (lv/2v) préparé extemporément à 0°C et en 

milieu inerte (par barbotage d'azote). Cette solution, dans laquelle des barbotages d'azote sont 

effectués régulièrement, est placée à 0°C et agitée de temps en temps. 

Au bout de 2 h 30 mn, 2 ml de diéthyl éther préalablement refroidi à -40°C sont 

ajoutés dans le tube qui est ensuite agité au vortex jusqu'à transparence de la solution. A la 

solution claire, un volume égal (3 ml) de pyridine aqueuse 50 %(v/v) froid (à 0°C) est 

additionné goutte à goutte. La suspension est mélangée au vortex puis centrifugée afin 

d'écarter la phase éther qui renferme les molécules de faible poids moléculaire et les glycanes 

issus de la réaction de déglycosylation. Après une deuxième extraction à l'éther, la phase 

aqueuse est dialysée contre 4 litres d'acétate de pyridine 2 mM, pH 5,5 avec plusieurs 

changements de bain. Le dialysat est lyophilisé puis repris avec 0,l ml d'eau distillée afin 

d'être étudié par immunoélectrotransfert. 

4.2.2. Dénlvcosvlation Dar le métavériodate de sodium 

Elle est effectuée suivant la méthode de Stewart et coll. (1977). 

Un volume de 0,2 ml d'une solution de métapériodate de sodium 0,02 M préparée en 

tampon acétate de sodium 0,l M/acide acétique pH 4,5 est additionné à un volume identique 

d'extrait total de tachyzoites contenant 3 mg d'antigène. 

Après 3 h d'incubation à 4"C, la réaction est arrêtée par 10 volumes d'une solution 

aqueuse d'éthylène glycol à 50 % (v/v). Cette préparation est alors dialysée pendant une nuit 

contre de l'eau physiologique, puis pendant 24 h contre de l'eau distillée, avant d'être 

lyophilisée. 



5. HYBRIDATION CELLULAIRE ET SELECTION DES HYBRIDES 

Des souris BALB/c ont été immunisées par les AES, en vue de l'hybridation cellulaire 

(voir 3.2.2). Une injection de rappel par voie intraveineuse est réalisée 3 jours avant 

l'hybridation avec 0,2 ml de la préparation d'AES, chez la souris présentant le titre 

d'anticorps le plus élevé en immunofluorescence indirecte et en ELISA (voir 6). 

La fusion cellulaire entre les lymphocytes spléniques de la souris immunisée et les 

cellules myélomateuses SP2/0 dérivées d'un myélome de souris BALB/c (Shulman et coll., 

1978) est effectuée selon la méthode de Kohler et Milstein (1975). Les cellules non 

sécrétantes SP2/0, déficientes en HGPRT et de ce fait sensibles au système de sélection de 

Littlefield, sont prélevées en phase exponentielle de croissance, lavées 2 fois en milieu 

Dulbecco (DULBECCO'S MEM, Gibco, Paisley, Ecosse, complété avec 2,s g/l de NaHC03, 

50 mg/l de streptomycine et 10' UI/l de pénicilline ) puis comptées. Elles sont ensuite 

mélangées dans un rapport de 1 à 5 avec les cellules provenant du broyat de la rate de la 

souris préalablement lavées 3 fois en Dulbecco. Le mélange myélome/lymphocyte est 

centrifugé pendant 5 mn à 400 g. 

La fusion cellulaire est induite par 1 ml d'une solution de polyéthylène glycol (PEG 

1500, Boeringher Mannheim, RFA) ajoutée goutte à goutte en 1 mn. Ensuite, le milieu 

Dulbecco est ajouté sous agitation lente, à raison de 1 ml en lmn puis 20 ml en 2 mn. Les 

cellules sont ensuite lavées pour éliminer le PEG et mises en suspension dans le milieu de 

4 culture sélectif HAT (voir table 1) à raison de 2'5 x 10 cellules/ml. 

Des fractions de 2 ml de cette suspension sont réparties par alvéole dans des plaques 

de culture & 24 puits (Nunc, Roskilde, Danemark). Ces plaques ont été auparavant tapissées 

par une couche de cellules nourricières issues de lavage intrapéritonéal de souris BALB/c 

saines, cellules composées essentiellement de fibroblastes et de macrophages. Ces cellules 

nourricières présentent deux avantages: d'une part, elles libèrent dans le milieu de nombreux 

métabolites, favorisant la croissance des hybrides; d'autre part, la présence de macrophages 

dans le tapis cellulaire permet l'élimination rapide des débris cellulaires. Les plaques sont 



TABLE 1. Composition des milieux utilisés en culture cellulaire 

Nature Composi tien Concentration 
- 

Uti 1 i sa t ion  

MEM EAGLE KC 1 400 mg/l C u l t u r e e n  

MgS04-7H20 242 .5  suspension 

NaC1 6800 

G1 ucose 1000 

Rouge d e  phénol 17 

MILIEU A Mi 1 i e u  DMEM a 
4 x ~ o - ~ M  NaHC03 

3 , s  % AANE 

15 % SVF 
100 IU/ml peni-  

c i l l i n e  

50 pg/ml s t r e p -  
tomycine 

pH 7 ,2  - 7,3  

Cul ture  des 

ce1 1 ul e s  

myél omateuses 

e t  hybrides 

p~~ - 

MILIEU HAT Mil ieu A contenant  : Sél e c t i o n  des 

1 x 1 0 ' ~  M hypoxanthine hybrides ce1 1 ul a i r e s  

4 x 1 0 - ~  M ami noptér i  ne 

1 ,6  x 1 0 - ~  M thymidine 

MILIEU HT Mil ieu HAT sans  aminop- Cul t u r e  des ce1 1 ul e s  
téri ne hybrides ( t r a n s i  - 

t i o n  e n t r e  l e  mi l i eu  
HAT e t  l e  mi l i eu  A )  

a DMEM : mi l i eu  de Eagle  modif ié  par  Dulbecco à 4 , s  g / l  de glucose 
(Gibco, USA) 

AANE : a c i d e  aminé non e s s e n t i e l  (GIBCO, USA) 

SVF : sérum de veau f o e t a l  décomplérnenté par  c h a u f f a g e 0 0  mn,56OC) 



placées en incubateur humide, à 5 % de CO2 et à 37°C. L'utilisation du milieu de culture 

HAT permet de sélectionner les clones hybrides qui sont seuls capables de se développer dans 

ce milieu renfermant de l'aminoptérine, inhibiteur de la synthèse endogène des acides 

nucléiques. 

Après une semaine de culture, les premiers clones sont observés; le milieu sélectif 

peut alors être remplacé par du milieu de transition HT et enfin par du milieu A (voir 

table 1 ) . 

6. IDENTIFICATION DES HYBRIDES PRODUCTEURS D'ANTICORPS ANTI-T. GONDII 

Les surnageants de culture sont testés 2 à 3 semaines après la fusion, simultanément 

par une technique d'immunofluorescence indirecte (IFI) et par une technique d'"Enzyme 

Linked Immunosorbent Assayn (ELISA). 

6.1. Immunofluorescence indirecte 

Des tachyzoïtes lyophilisés et préalablement fixés dans une solution de formol à 2 %, 

sont repris en PBS (3 x 106 tachyzoïtes/ml), déposés sur des lames d'IF1 (Institut Pasteur 

Production) qui sont séchées et conservées à température ambiante. 

Avant l'utilisation, les lames sont fixées dans l'acétone à -20"C, pendant 10 mn. Elles 

sont ensuite incubées pendant 30 mn à température ambiante, avec les surnageants de culture 

à tester. Après 3 rinçages en PBS, les lames sont incubées pendant 30 mn avec une solution 

de sérum de chèvre anti-IgG(H+L) de souris marqué à la fluorescéine (Diagnostic Pasteur, 

Marnes-La-Coquette, France) diluée au 80ème et du Bleu-Evans au 10 000 ème dans du PBS. 

Après deux lavages de 10 mn à l'obscurité avec du PBS, les lames sont observées au 

microscope à fluorescence, en immersion (400~). 

6.2. ELISA 

Une solution d'extrait total de tachyzoites, préparée à 0,02 mg/ml en PBS, est répartie 

à raison de 0,l ml/puits, dans des plaques rigides en polystyrène (Nunc, Danemark). Après 



une nuit d'incubation à 4"C, les plaques sont lavées 3 fois avec une solution de PBS, Tween 

20 à 0,05% (v/v); les sites d'adsorption libres sont saturés pendant 1 h à température 

ambiante avec une solution d'albumine sérique bovine (BSA) à 1% (p/v) en PBS. Après 3 

lavages, les plaques sont séchées et peuvent être conservées pendant un mois à 4°C. 

Des aliquots de 0,l ml/puits des surnageants de culture à tester sont incubés pendant 

3 h à 37"C, sur les antigènes adsorbés sur le support. Les plaques sont ensuite lavées 3 fois 

en PBS-Tween et incubées, pendant 1 h 30 mn à 37"C, avec 0,l ml de l'antisérum 

spécifique, anti-IgG (H+L) de souris marqué à la peroxydase (Diagnostic Pasteur) dilué au 

1 0 - ~  en PBS-Tween. Après 3 lavages, des aliquots de 0,l ml du substrat (O-phenyl diamine 

dihydrochloride (Sigma), dissous dans du tampon phosphate 0,l M/citrate pH 5 3 ,  H202 0,l 

%) sont incubés pendant 30 mn à 37°C. La réaction est arrêtée par addition de 0,2 ml par 

puits d'une solution d'HC1 2N. 

La densité optique est mesurée à 492 nm à l'aide d'une spectrophotomètre type 

Titrotek Multiscan (Labsystems, Les Ulis, France). 

7. CLONAGE CELLULAIRE DES HYBRIDES PRODUCTEURS D'ANTICORPS 

Les clones d'hybrides sélectionnés pour la production d'anticorps anti-T.gondii sont 

soumis à 3 clonages successifs, afin d'obtenir des populations homogènes de cellules, sécrétant 

chacune un anticorps monoclonal (AcMc). Le clonage est effectué selon la technique de 

dilution limite. Elle consiste à répartir 0,2 ml d'une suspension cellulaire contenant 5 

cellules/ml, dans chaque alvéole d'une plaque de clonage à 96 alvéoles (Falcon, Becton 

Dickinson, CA, USA) contenant des cellules nourricières; soit en théorie une cellule par 

alvéole. Le milieu est renouvelé au bout de 5 à 6 jours quand les premiers clones sont 

observés au microscope inversé, de manière à vérifier la monoclonalité des cultures. 

La sélection des clones s'opère en ELISA ou en IF1 sur les surnageants des puits 

présentant un clone unique. Les clones positifs sont ensuite multipliés puis congelés en azote 

liquide. 



8. PRODUCTION MASSIVE D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

Des quantités importantes d'AcMc peuvent être obtenues in vivo, par induction de 

6 tumeur intrapéritonéale chez les souris BALB/c. 5 x 10 cellules hybrides préalablement 

lavées en Dulbecco sont injectées par voie intrapéritonéale, chez des souris ayant reçu une 

semaine auparavant 0,5 ml de pristane (2,6,10,14 tétraméthyl pentadécane, Sigma) qui 

favorise le développement d'ascite intrapéritonéale. Au bout de 8 à 15 jours, 2 à 4 ml d'ascite 

renfermant 1 à 10 mg/ml d'anticorps sont obtenus par souris. 

Une autre méthode permettant l'obtention d'ascites, consiste à induire des tumeurs 

6 sous-cutanées par injections de 2 à 3 x 10 cellules par souris. Dix à 15 jours plus tard, la 

tumeur est prélevée et broyée. Le culot cellulaire est lavé en Dulbecco puis injecté par voie 

intrapéritonéale à des souris BALB/c (sans pristane). 

Contrôle de la production: le contrôle quantitatif des anticorps sécrétés est effectué 

par électrophorèse sur acétate de cellulose (Cellogel, Sebia, Issy-les-moulineaux, France). 

L'intensité des bandes obtenues est lue par un lecteur permettant de transformer chaque 

bande en pic d'adsorption. La surface de chaque pic, et notamment celui de I'AcMc, permet 

un calcul approximatif de la concentration. Cette technique permet avant tout un contrôle 

"visuel" de la sécrétion. Un contrôle plus précis est ensuite effectué par les techniques ELISA 

ou IFI, des dilutions logarithmiques de l'ascite étant effectuées jusqu'à perte de toute activité. 

9. CARACTERISATION ISOTYPIQUE DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

La détermination des isotypes est réalisée, à partir des surnageants de culture des 

cellules clonées, selon la technique de double diffusion décrite par Ouchterlony (1958). 

La réaction de double diffusion est effectuée sur lame, en gel d'agarose (Indubiose 

A37, Industrie Biologique Française) à 1 % (p/v) en tampon véronal sodique 1,6 % /HC1 pH 

8,2. Les réservoirs sont découpés dans la gélose à l'emporte pièce, puis les puits sont remplis: 

un puits central dans lequel est déposé 0,2 ml de surnageant à tester et des puits 

périphériques recevant 0,02 ml des anti-sérums de souris (anti-IgM, anti-IgGl, IgG2a, 



IgG2b, IgG3) (Biosys, compiègne, France). Après 48 h de diffusion en chambre humide et à 

température ambiante, les lames sont lavées pendant 1 h en tampon citrate 5 % (p/v) puis 48 

h en NaCl 0,9 % . Les lames sont alors lavées à l'eau déminéralisée et séchées en recouvrant 

le gel d'un papier Whatman N"1, puis colorées à l'amidoschwartz (Merck). 

10. PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

Les AcMc que nous avons sélectionnés étaient tous de classe IgG (IgGl ou IgG3): 

nous les avons purifiés à partir d'ascites de souris, par une précipitation au sulfate 

d'ammonium suivie d'une chromatographie sur colonne échangeuse d'anions. 

L'ascite de souris renfermant l'anticorps monoclonal à purifier est soumise à 2 

précipitations successives au sulfate d'ammonium à 50 % de la saturation, de façon à éliminer 

en partie l'albumine. Le précipité final est repris dans un volume minimum d'eau 

physiologique (NaCl 0,9 %). Cette solution est dialysée pendant 24 h contre une solution de 

NaCl 0,9 % et 24 h contre du tampon Tris 0,05 M/HC1 pH 8, NaCl 0,05 M. 

La solution dialysée est passée sur une colonne échangeuse d'anions, DEAE trisacryl 

(IBF, Villeneuve-La-Garenne, France) équilibrée en tampon Tris 0,05 M/HC1 pH 8, NaCl 

0,05 M. Les IgG non retenues à cette force ionique sont éluées alors que l'albumine reste 

adsorbée. La fraction d'IgG est concentrée dans une cellule Amicon munie d'une membrane 

PMIO. La colonne est ensuite régénérée par du tampon Tris/HCl, NaCl 0,s M. 

1 1. PURIFICATION DE L'ANTIGENE P27 

L'antigène natif cible de i'AcMc TGl7-43 a pu être isolé par chromatographie 

d'affinité de façon à établir ensuite son séquençage partiel (Cesbron-Delauw et coll., 1989). 

Brièvement, les produits d'excrétion-sécrétion de tachyzoites sont passés sur une 

colonne de Sépharose CL-4B activée par le CNBr (Pharmacia) couplée préalablement à 

l'AcMc purifié, selon les techniques indiquées par Pharmacia. 



L'antigène élué a été soumis à une SDS-PAGE, puis transféré sur une membrane de 

polyvinyl difluoride (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA, USA). La membrane a ensuite 

été colorée par le Bleu de Coomassie et la bande correspondant à l'antigène natif a été 

découpée, puis soumise au séquençage par la société Transgène à Strasbourg. 

12. DETERMINATION DE LA CONSTANTE D'AFFINITE DES ANTICORPS 

MONOCLONAUX 

Nous avons déterminé la constante d'affinité de 1'AcMc TG17-43 pour un peptide 

synthétique, suivant la méthode décrite par Müller (1980). 

Il s'agit d'un test radioimmunologique de compétition entre le peptide marqué par 

1 2 5 ~  (traceur radioactif) et une gamme de concentrations différentes du même peptide non 

marqué (inhibiteur), vis-à-vis de 1'AcMc. Les immuncomplexes formés sont précipités par le 

sulfate d'ammonium à 50 % de saturation finale et la proportion du peptide radioactif 

complexé est déterminée pour chaque concentration d'inhibiteur. Pour déterminer l'affinité 

de l'anticorps pour le peptide, il suffit alors de déterminer la molarité de l'inhibiteur qui 

permet d'obtenir une inhibition de 50 % de l'attachement de l'anticorps au traceur, dans les 

conditions d'équilibre suivant: 

-concentration de traceur permettant d'obtenir un signal radioactif significatif, en 

excès d'anticorps; 

-dilution en AcMc telle que seul 50 % du traceur soit lié aux immunoglobulines (en 

absence d'inhibiteur). 

12.1. Détermination de la concentration ootimale du traceur 

Un mg du peptide 170-193 (correspondant à P24) tyrosiné est marqué par 12sI 

(traceur), en présence de la chloramine T, comme précédemment décrit (voir 3.1.2). 

Des dilutions du traceur sont préparées en tampon Tris-BSA (Tris 0,02 M/HC1 pH 

7'5, NaCl 0,14 M, NaN3 0'03 M et BSA 1 % (p/v)) et des aliquots de 0'1 ml renfermant 

25000 à 500000 cpm de radioactivité (de l'ordre de 15 à 300 ng de peptide) sont répartis dans 



des tubes à hémolyse en plastique. Ces dilutions du traceur, testées en triple essai, sont alors 

incubées avec deux séries de liquide d'ascite: d'une part avec des fractions de 0'1 ml 

d'anticorps en excès (liquide d'ascite dilué au 50ème qui correspond approximativement à 0,2 

mg/ml d'Ig) et d'autre part avec 0,l ml d'ascite SP2/0 diluée au 50ème (série contrôle). 

Après 2 h d'incubation à température ambiante, 0,2 ml d'une solution saturée de sulfate 

d'ammonium à pH 7 sont ajoutés par tube. Trente minutes plus tard les tubes sont 

centrifugés pendant 10 mn à 1000 g. Les surnageant5 sont délicatement éliminés et les 

précipités lavés 2 fois en sulfate d'ammonium à 50 % . La radioactivité associée aux 

précipités est alors comptée au compteur Gamma. 

La concentration du traceur permettant d'obtenir un signal radioactif significatif (Tt) 

dans le précipité est utilisée par la suite. 

12.2. Détermination de la dilution o~timale de l'anticor~s monoclonal 

Des séries de tubes, renfermant une concentration identique de traceur (Tt), mais des 

dilutions en liquide d'ascite variables (de l'ordre de 0'1 à 0,0001 mg/ml d'Ig par tube) dans 

des volumes totaux de 0'2 ml en tampon Tris-BSA, sont soumises à une précipitation par le 

sulfate d'ammonium à 50 % . Une courbe de dilution est établie; la dilution du liquide 

d'ascite correspondant à 50 % de l'activité maximale est utilisée par la suite dans le test de 

compétition entre le peptide non marqué (inhibiteur) et le peptide conjugué à 1 2 5 ~  (traceur). 

12.3. Constante d'affinité 

La précipitation par le sulfate d'ammonium est effectuée sur des échantillons 

renfermant des concentrations en traceur (Tt) et en anticorps identiques, en présence 

d'inhibiteur (1) dont la molarité varie de 10-l0 à 1 0 - ~  M. Le pourcentage d'inhibition est 

calculé pour chaque concentration en inhibiteur selon la formule suivante: 

% d'inhibition = lOOx (cpmp sans 1 - cpmp avec 1) / (cpmp sans 1 - cpmp sans Ac) 

ou cpm représente la radioactivité en coups par minute, dans le précipité. P 



Une courbe de pourcentage d'inhibition est établie en fonction des valeurs du 

logarithme de la molarité de l'inhibiteur: la molarité de l'inhibiteur à 50 % d'inhibition (It) 

est déterminée. La constante d'affinité K peut être alors obtenue selon l'équation suivante: 

K = 8 / (3 x (Ut] - [Tt])) 

13. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES ANTICORPS 

13.1. Activité bioloniaue in vivo: transfert bassif d'anticor~s chez les rats "Nude" 

Nous avons utilisé ce modèle expérimental de rats génétiquement athymiques, afin 

d'évaluer par transfert passif le pouvoir protecteur des anticorps présents dans les sérums de 

rats Fischer infestés ou immunisés par les AES, et également de nos différents AcMc. 

Des séries de 3 à 4 rats "Nude" placés sous isocape ont reçu par voie intraveineuse, 1,5 

ml de sérums de rats immuns ou de liquide d'ascite (AcMc) 24 h avant d'être infestés par 

4 5 voie intrapéritonéale par 5 x 10 ou 10 tachyzoites de la souche RH. L'expérience comporte 

également des séries de rats témoins, ayant reçu du sérum de rat Fischer injecté par de 

l'adjuvant seul ou du liquide d'ascite contenant un anticorps monoclonal non relevant, anti- 

Leishmania donovani. 

13.2. Activité bioloniaue in vitro: test de lvse comblément-débendante 

Le "dye test" développé par Sabin et Feldman (1948) permet de mettre en évidence le 

pouvoir lytique, vis-à-vis du parasite, des sérums immuns décomplémentés en utilisant 

comme colorant vital le bleu de méthylène. Le test s'effectue en présence d'un facteur 

accessoire externe (vraissemblablement le complément) provenant d'un sérum humain n'ayant 

pas d'anticorps anti-toxoplasme et non toxique pour les parasites. 

L'activité biologique de nos AcMc en "dye test" a été étudiée en collaboration avec le 

laboratoire de Dr J.E. Smith (Université de Leeds, Angleterre), sur des microplaques de 

culture (96 puits) selon Feldman et Lamb (1966). 



Des dilutions de liquide d'ascite sont réalisées en tampon PBS et des aliquots de 0,05 

ml sont déposés par puits. Une ascite positive confirmée est inclue comme contr6le de titre 

afin d'évaluer les conditions du test. 

L'antigène est constitué de toxoplasmes vivants provenant d'un exudat péritonéal de 

souris après 3 jours d'infection par la souche RH de T. gondii. Cinquante ul d'un mélange 

6 contenant 2 à 4 x 10 tachyzoïtes/ml en PBS et du facteur accessoire humain (v/v) sont 

ajoutés à chaque alvéole. Après agitation, les plaques sont incubées pendant une heure à 

37°C; ensuite 0,025 ml d'une solution alcaline fraîche de bleu de méthylène à pH 11 sont 

ajoutés et le mélange est incubé une heure à 20°C. Le comptage des parasites vivants 

(colorés) est effectué directement sur la microplaque à l'aide d'un microscope inversé à un 

grossissement de 400 x. Le titre final correspond à la dilution montrant un pourcentage égal à 

50 % de parasites vivants. 

14. LOCALISATION DES ANTIGENES CIBLES DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

14.1. Analyse en cvtofluorométrie de flux 

6 Les tachyzoïtes formolés et lyophilisés (2 x 10 parasites) sont incubés avec des 

fractions de 0,2 ml de surnageant de culture d'hybridome, pendant 30 mn à la température 

ambiante. Après 3 lavages par du PBS, les parasites sont traités pendant 30 mn, par 

l'antisérum anti-IgG (H+L) de souris conjugué à la fluorescéine dilué au 80ème (Diagnostic 

Pasteur). Les parasites sont ensuite lavés 3 fois par du PBS puis mis en suspension dans 0,2 

ml de PBS. L'intensité de la fluorescence est alors quantifiée dans un appareil 

Cytofluorographe Ortho 50 H (Westwood, Mass, USA) muni d'un faisceau laser argon (488 

nm). 

Cette technique, complémentaire des essais menés en immunofluorescence indirecte, 

permet de quantifier le pourcentage de tachyzoïtes fluorescents, après incubation avec les 

différents AcMc. 



14.2. Analvse en microsco~ie électroniaue 

Les parasites (tachyzoïtes ou bradyzoïtes) sont fixés avec une solution de 

glutaraldéhyde à 1 % dans du tampon cacodylate. Ils sont alors inclus en Lowicryl K4M selon 

la procédure de Roth et coll. (1981). Des sections ultrafines, déposées sur des grilles de 

nickel, sont incubées pendant 10 mn en tampon Tris/HCl (Tris 20 mM/HCl pH 7'4, NaCl 0,5 

M) contenant 5 % d'ovalbumine et 1 % de sérum de chèvre décomplémenté. 

Les coupes sont alors incubées, pendant 2 h à 20°C' avec les surnageants de culture 

des différents hybridomes. Elles sont ensuite rincées en tampon Tris/HCl-ovalbumine et 

incubées avec un sérum de chèvre anti-IgG de souris conjugué à l'or (10 nm) (Janssen 

Pharmaceutique, Beere, Belgique). Après 1 h d'incubation à température ambiante, les 

sections ultrafines sont lavées par du tampon Tris/HCl saline et rincées à l'eau distillée. Elles 

sont alors colorées à l'acétate d'uranyle et au citrate de plomb avant d'être examinées au 

microscope électronique Philips EM 420. 

15. ESSAI RADIOIMMUNOLOGIQUE POUR LA DETECTION D'ANTIGENES 

CIRCULANTS 

Un test de compétition radioimmunologique, en phase solide, a été mis au point pour 

rechercher l'antigène circulant reconnu par l'AcMc TG17-43, dans les sérums de souris 

infectées par la souche RH. 

Etant donné l'existence du peptide synthétique 173-194, correspondant au déterminant 

antigénique de l'antigène natif reconnu par cet AcMc, nous avons envisagé une compétition 

entre le peptide marqué par 1 2 5 ~  et l'antigène circulant dans les sérums, vis-à-vis de 19AcMc 

adsorbé sur le support. 

L'AcMc TG17-43, dilué en PBS à 0,02 mg/ml, est adsorbé sur les plaques, à raison de 

0,l ml/puits. Après une nuit d'incubation à 4"C, les plaques sont lavées en PBS-Tween puis 

saturées en PBS, BSA 1 %. Cinquante pl de différentes dilutions de sérums en PBS (pur, 1/2, 

1/4, 1/8) sont déposés dans les puits et 0,05 ml de peptide marqué par 125~, dilué en PBS, 

sont immédiatement ajoutés dans chaque puits; la dilution du peptide marqué doit être 



déterminée auparavant, de façon qu'en absence de tout inhibiteur, la radioactivité fixée 

corresponde à 75 % de la radioactivité maximale se fixant à l'anticorps monoclonal en cas 

d'excès de peptide marqué. Comme contr6le positif, une gamme de dilutions du peptide non 

marqué dilué dans du tampon PBS contenant 10% de sérum humain sain (5x10-~ à 1 0 - ~  M) 

est incubée avec le peptide marqué, dans les mêmes conditions que pour les sérums à tester. 

Après une nuit d'incubation à 4"C, les plaques sont lavées, les puits découpés et leur 

radioactivité déterminée en cpm. Les résultats sont déterminés en pourcentage d'inhibition de 

la fixation du peptide marqué, sur l'AcMc, en présence des sérums dilués. 



RESULTATS 



1. MISE AU POINT DES SYSTEMES D'EXCRETION-SECRETION DES TACHYZOITES 

Nous avons mis au point un procédé d'obtention d'antigènes excrétés-sécrétés (AES) 

de tachyzoïtes en milieu acellulaire, afin d'éviter les contaminations des préparations d'AES 

par les protéines cellulaires, ce qui permet les immunisations des animaux dans de meilleures 

conditions. 

L-.: étude préliminaire nous a permis de déterminer les conditions optimales de la 

survie des tachyzoïtes en milieu acellulaire; ceci est en effet indispensable pour le contrôle de 

l'excrétion-sécrétion active des tachyzoïtes et pour l'obtention de préparations d'AES peu 

contaminées par les antigènes somatiques libérés lors de la lyse des parasites. Nous avons tout 

d'abord étudié par la coloration à l'érythrosine B, la viabilité des tachyzoïtes issus de l'ascite 

péritonéale de souris infestées par la souche RH de T. gondii, après incubation à 37°C dans 

différents milieux. Les meilleurs résultats (>80 % de survie après 4 h d'incubation) ont été 

8 obtenus par l'incubation de 1,5 x 10 tachyzoïtes, dans des tubes renfermant 1,s ml de milieu 

RPMI-1640 contenant 10% de sérum décomplémenté de différentes origines ( humaine, 

bovine, rat, souris,lapin). 

Estimation de la quantité de protéines excrétées-sécrétees: 

Afin de préparer les expériences d'immunisation, il nous a fallu faire une estimation 

approximative de la concentration en protéines parasitaires excrétées-sécrétées, ce qui n'était 

pas possible par dosage direct en raison de la grande quantité de protéines sériques que 

renferment les préparations d'AES. Pour cela, le marquage métabolique des tachyzoïtes par la 

35~-méthionine a été suivi par des temps variables de chasse par la méthionine non marquée 

(30 mn, 1 h ou 1'5 h). Après centrifugation des parasites, les produits d'excrétion-sécrétion 

ont été recueillis dans les surnageants et les culots parasitaires ont été traités afin de prélever 

les antigènes parasitaires solubles marqués par la 35~-rnéthionine. 

La cinétique d'excrétion-sécrétion a été évaluée de façon indirecte: l'activité 

spécifique (cpm/pg) dans l'extrait parasitaire soluble a été déterminée à partir de la mesure 



TABLE 2. Estimation indirecte de la quantité de protéines excrétées-sécrétées (ES) par 10 8 

tachyzoïtes (TK), dans du milieu RPMI contenant 10% de sérum de rat 

* Radioactivité dans Concentration 
$ 

Période de chasse Activité spécifique le milieu d'incubatio !l en pro éines ES 
(mn) S (cpmlpg) d'AES (cpm pour 10 TK) @g/ IO TK) 

* 
Activité spécifique = Radioactivité dans I'extrait soluble (cpm/ml) / Concentration en 

protéine de l'extrait soluble (lug/ml). 

$concentration en protéines ES = Radioactivité dans le milieu ES / Activité spécifique. 

FIGURE 4. Cinétique de relargage des protéines ES par 108 tachyzoïtes. 



de la radioactivité incorporée et de la concentration protéique dosée selon la technique de 

Peterson (1977), après différentes périodes de "chasse" en présence de méthionine froide; la 

quantité de protéines parasitaires présentes dans les préparations d'AES aux différents temps 

a ensuite été déduite à partir de leur radioactivité (table 2). 

Cette méthode, très approchée en raison de la variabilité de la quantité de méthionine 

présente dans les différentes protéines ou de la présence des groupements glycosylés, nous 

fournit néanmoins un ordre de grandeur d'environ 12 pg de molécules excrétées pendant 3 h 

8 par 10 tachyzoïtes (Fig 4). Il convient de noter que lorsque les tachyzoïtes sont incubés dans 

du milieu sans sérum, la concentration en AES est 10 fois moindre, ce qui met en évidence 

l'importance de la présence du sérum dans le milieu, pour une survie correcte et une 

sécrétion active des tachyzoïtes. 

2. IDENTIFICATION DES ANTIGENES EXCRETES-SECRETES IMMUNOGENES AU 

COURS DE LA TOXOPLASMOSE HUMAINE ET EXPERIMENTALE 

L'analyse des antigènes d'excrétion-sécrétion reconnus par des sérums immuns n'a pu 

être réalisée par immunoélectrotransfert car la présence de protéines sériques dans le milieu 

d'excrétion gène leur migration dans les gels de polyacrylamide. Nous avons réalisé cette 

étude en immunoprécipitant les A E S - ~ ~ S - M ~ ~  par différents sérums immuns d'origine 

humaine ou animale. 

2.1. Caractérisation des antigènes d'excrétion-sécrétion immunovrécivités var les sérums 

humains 

Nous avons réalisé cette étude avec des sérums humains prélevés en phase chronique 

de toxoplasmose, quand l'immunité contre la réinfection est établie et que les sérums sont 

dépourvus d'IgM spécifiques. 

La figure 5 illustre le profil électrophorétique des AES (pistes 2 sl 4) et des antigènes 

extraits par le détergent NP40 (piste 5), immunoprécipités par un sérum humain représentatif 

de la phase chronique. Nous observons que l'incubation des tachyzoites dans des milieux 



FIGURE 5. Comparaison des AES et des antigènes somatiques reconnus par des 

sérums humains collectés au cours de la phase chronique de la toxoplasmose. 

Les AES (pistes 1 4) et les antigènes extraits au NP40 (piste 5) marqués par la "s- 
Met sont immunoprécipités par un sérum humain représentatif de la phase chronique de 

l'infection (pistes 2 5) et par un sérum humain contrdle (piste 1)' puis séparés en SDS- 

PAGE (10% d'acrylamide). Les AES ont été préparés en présence de 10% de sérum 

décomplémenté de rat (pistes 1 et 2)' de veau (piste 3) et humain (piste 4). 



contenant du sérum de rat (piste 2), de veau (piste 3) ou humain (piste 4) conduit à un 

profil identique des AES immunoprécipités par le sérum humain; néanmoins le meilleur 

rendement est obtenu en présence de sérum de veau. 

Les AES les plus immunogènes ont des P.M. apparents de 108, 97, 86, 69, 57, 42, 39, 

28,5, 27 et 26 kDa. De plus, leur comparaison avec les antigènes somatiques reconnus par le 

sérum humain (piste 5) montre que certains de ces antigènes, comme celui de 108 kDa, sont 

préférentiellement excrétés ou sécrétés. 

2.2. Caractérisation des antigènes d'excrétion-sécrétion immunovrécivités var les sérums 

@animaux infectés ou immunisés Dar les antigènes excrétés-sécrétés 

La figure 6 illustre les AES reconnus d'une part par les sérums d'infection de rat - 
(piste 1) ou de souris (piste 3) et d'autre part par les sérums d'animaux immunisés par les 

AES, le rat (piste 5), la souris (piste 6) et le lapin (piste 7). 

Les sérums de rats infectés (piste 1) immunoprécipitent des antigènes de 97, 57, 42, 

46, 39 et 28,5 kDa, mais pas l'antigène de 69 kDa qui est reconnu par les sérums d'infection 

humains. Les sérums de souris infectées réagissent avec des antigènes de 97, 69, 60, 57, 46, 

42, 39 et 28,5 kDa (piste 3). 

Chez les animaux immunisés par les AES, les principaux antigènes qui sont reconnus 

par les anticorps de souris ont des P.M. apparents de 185, 170, 155, 108, 97, 86, 69, 60, 57, 

39, 28,5, 27 et 21 kDa (piste 6). Le nombre des AES immunoprécipités par les sérums de rats 

immunisés est moindre et en particulier il n'y a pas de réponse humorale vis-à-vis des 

antigènes de 27 et 69 kDa. Par contre, une réponse humorale intense est observée chez le rat, 

vis-à-vis des AES de 39 et 28,5 kDa (piste 5). Chez le lapin, l'immunisation par les AES 

induit surtout des anticorps qui reconnaissent les AES de bas P.M., en particulier les 

antigènes de 27 et 28,5 kDa (piste 7). 



FIGURE 6. Profils électrophorétiques des AES reconnus par les sérums d'animaux 

infectés par T.gondii ou immunisés par les AES. 

Analyse en SDS-PAGE (10% d'acrylamide) des AES marqués par la 3 5 ~ - ~ e t  (préparés 

en sérum de veau foetal) immunoprécipités par les sérums: 

- de rats infectés (piste 1) ou contrôles (piste 2), 

- de souris infectées (piste 3) ou contrbles (piste 4), 

- de rats (piste S), de souris (piste 6) et de lapins (piste 7) immunisés par les AES, 

- d'un lapin contrôle (piste 8). 



3. MISE EN EVIDENCE, DANS LE MODELE EXPERIMENTAL DU RAT "NUDE", DU 

ROLE PROTECTEUR DES ANTICORPS INDUITS PAR LES ANTIGENES EXCRETES- 

SECRETES 

8 Alors que le rat Fischer résiste à l'infection intrapéritonéale par 10 tachyzoïtes de la 

souche RH de T. gondii, les rats "Nude" (Nu/Nu) sont tués par 1000 tachyzoïtes seulement 

(Santoro et coll., 1987); c'est pourquoi nous avons choisi ce modèle expérimental pour évaluer 

le rôle protecteur des anticorps anti-AES, par transfert passif de sérums immuns. 

Tous les sérums sont testés en immunofluorescence indirecte, avant le transfert, et 

possèdent des titres identiques (1/2560) excepté les sérums de rats contrôles ayant reçu de 

l'adjuvant seul qui sont négatifs. 

Comme l'indique la figure 7, tous les rats contrôles sont morts entre 10 et 20 j&rs 

5 après l'infection par 10 tachyzoïtes de la souche RH. Les transferts de sérums de rats 

infectés ou de rats immunisés par des tachyzoïtes irradiés ont induit une augmentation de la 

survie des rats "Nude" qui sont morts entre 15 à 30 jours après l'infection. Les meilleurs 

résultats ont été obtenus chez les rats ayant reçu un transfert de sérum de rats Fischer 

immunisés par les AES. En effet, 40% de survie est observé chez ces rats au 25 ème jour de 

l'infection et un animal a même été totalement protégé puisqu'il est mort en même temps que 

ses congénères non infectés. 

Des séries d'expériences plus récentes où l'infection des rats "Nude" a été réalisée par 

4 une dose deux fois plus faible de tachyzoïtes (5 x 10 ) ont permis de mettre en évidence une 

survie encore plus significative des rats "Nude" après transfert de sérum anti-AES. En effet, 

38% de ces rats ont survécu 90 jours après l'infection alors que tous les rats contrôles sont 

morts entre 14 et 17 jours après I'infection (non représenté ici). 
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FIGURE 7. Survie des rats "Nude" infectés par 105 tachyzoïtes de la souche RH, 24 h 

après le transfert passif de: 

- sérums de rats immunisés par les AES (a), 
5 - sérums de rats infectés par 10 tachyzoïtes vivants (m), 

5 - sérums de rats immunisés par 10 tachyzoïtes irradiés (a), 
- sérums de rats ayant reçu de l'adjuvant seul (8). 



4. IDENTIFICATION ET CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES ANTIGENES DES 

STADES TACHYZOITE ET BRADYZOITE PRESENTANT DES EPITOPES COMMUNS 

4.1. Les antin'n e es de tachvzoïtes maraués Dar la s ~ - ~ e t .  reconnus ~ a r  les sérums 

d'immunisation Dar un extrait de bradvzoïtes 

Afin de déterminer les antigènes du tachyzoïte présentant des épitopes communs avec 

le bradyzoïte, nous avons procédé à l'immunoprécipitation des antigènes de tachyzoïtes 

marqués par la 35~-méthionine (Fig 8) (extrait soluble: pistes 1 à 3; extrait membranaire: 

pistes 4 à 8 et AES: pistes 9 & 13) par des sérums de rats (pistes 7 et 10) et de souris (pistes 

3, 6 et 12) immunisés par un extrait de bradyzoïtes. A titre de référence, les mêmes antigènes 

sont immunoprécipités par des sérums de souris immunisées par les AES (pistes 2, 5 et I l )  et 
- 

des sérums de rats (pistes 8 et 9) ou de souris (pistes 1, 4 et 13) immunisés par un extrait de 

cerveau de souris non infectées. 

L'immunoprécipitation de l'extrait soluble de tachyzoïtes par les sérums de souris 

immunisées par l'extrait de bradyzoïtes a mis en évidence une réponse humorale intense vis- 

à-vis d'un antigène de 63 kDa (Fig 8, piste 3) alors que les sérums de rats Fischer immunisés 

par l'extrait de bradyzoïtes n'ont immunoprécipite aucun antigène (non indiqué). 

L'immunoprécipitation de l'extrait membranaire de tachyzoïtes par les sérums de 

souris immunisées par l'extrait de bradyzoïtes a révélé un antigène majeur de 39 kDa (Fig 8, 

piste 6) alors que ce même extrait antigénique immunoprécipité par les sérums de rats 

immunisés par l'extrait de bradyzoïtes met en évidence un antigène majeur de 28'5 kDa 

(piste 7). D'autre part, quand les sérums de rats et de souris immunisés par l'extrait de 

bradyzoïtes sont immunoprécipités par les AES, ils reconnaissent les mêmes antigènes que 

dans l'extrait membranaire: l'AES de 28,s kDa est reconnu par les sérums de rats immunisés 

par l'extrait de bradyzoïtes (piste IO), alors que les sérums de souris immunisées par l'extrait 

de bradyzoïtes reconnaissent l'antigène de 39 kDa avec néanmoins, une réponse anticorps plus 

faible dirigée contre les antigènes de 28,s' 67 et 94 kDa (piste 12). 



FIGURE 8. Antigènes des tachyzoites marqués par la 3 5 ~ - ~ e t  reconnus par des 

sérums d'animaux immunisés par un extrait de bradyzoites et, à titre de comparaison, par les 

AES. 

Profils électrophorétiques (SDS-PAGE, 10% d'acrylamide): 

- des antigènes cytoplasmiques solubles (pistes 1 à 3) immunoprécipités par différents sérums 

de souris: contrble (piste l), immunisée par des AES (piste 2) et immunisée par un extrait de 

bradyzoites (piste 3), 

- des antigènes membranaires (pistes 4 à 8) immunoprécipités par différents sérums de souris: 

contrble (piste 4), immunisée par les AES (piste 5) et immunisée par l'extrait de bradyzoites 

(piste 6), et par deux sérums de rats: immunisé par l'extrait de bradyzoites (piste 7) et 

contrble (piste 8), 

- des AES (pistes 9 à 13) immunoprécipités par deux sérums de rats: contrble (piste 9) et 

immunisé par l'extrait de bradyzoites (piste IO), et par différents sérums de souris: contrble 

(piste 13), immunisée par les AES (piste 11) et immunisée par l'extrait de bradyzoites (piste 

12). 



4.2. Identification des antigènes excrétés-sécrétés ~lvcosvlés 

La figure 9 indique les AES capables de se fixer à la Con A et reconnus par les 

anticorps des sérums de rats et de souris immunisés par les AES de tachyzoïtes ou immunisés 

par un extrait de bradyzoïtes. 

L'immunoprécipitation des A E S - ~ ~ S - M ~ ~  élués après passage sur une colonne de 

Sépharose-Con A, par des sérums de souris anti-AES a mis en évidence, principalement, trois 

antigènes glycosylés de 28,5, 37 et 67 kDa (piste 4); à titre de référence la piste 1 présente le 

profil électrophorétique des A E S - ~ ~ S - M ~ ~  qui sont révélés par le mtme sérum. Ainsi, 

l'antigène de 39 kDa qui, parmi les AES marqués par la 3 5 ~ - ~ e t ,  est immunoprécipité par 

les sérums de souris immunisées par l'extrait de bradyzoïtes (piste 3) ne se fixe pas à la Con 

A car il n'est pas reconnu par ces sérums, après élution des AES sont élués sur la colonne de 
- 

Con A (piste 6). Enfin, les sérums de rats immunisés par l'extrait de bradyzoïtes ont 

immunoprécipité l'antigène de 28,5 kDa, parmi les A E S - ~ ~ S - M ~ ~  (piste 2) et les A E S - ~ ~ S -  

Met qui se fixent à la Con A (piste 5). 

4.3. Les antigènes maraués var des tachvzoïtes et des bradvzoïtes vrésentant des évitoves 

çommuns 

L'immunoprécipitation de l'extrait mernbranaire des tachyzoïtes marqués par 1 2 5 ~  par 

un sérum humain prélevé en phase subaiguë de toxoplasmose révèle les antigènes de surface 

de 43, 35, 30 et 22 kDa (Fig 10, piste 2) classiquement décrits (pour revue voir Couvreur et 

coll., 1988). Ces mêmes antigènes sont révélés par les sérums de souris immunisées par les 

AES, avec cependant une réponse préférentielle dirigée contre les antigènes de 43 et 30 kDa 

(Fig 10, piste 8). Par contre, les sérums humains prélévés durant la phase chronique de 

l'infection, avec des faibles taux d'IgG résiduels ne reconnaissent que l'antigène de 43 kDa 

(Fig 10, piste 4). Cet antigène est de plus révélé de façon majeure par l'immunoprécipitation 

de l'extrait membranaire de tachyzoïtes marqué par 1 2 5 ~  avec les sérums de souris 

immunisées contre l'extrait total de bradyzoïtes (Fig 10, piste 12). 

Quand l'extrait de bradyzoïtes marqués par 1 2 5 ~  est immunoprécipité par les sérums 

humains de phase subaiguë (Fig 10, piste 5), les sérums de souris immunisées par les AES 



FIGURE 9. Identification des AES marqués par la 3 5 ~ - ~ e t  et se fixant à la Con A. 

- Immunoprécipitation des A E S - ~ ~ S - M ~ ~  (pistes 1 à 3) par deux sérums de souris: immunisée 

par les AES (piste 1) et immunisée par l'extrait de bradyzoites (piste 3)' et par un sérum de 

rat immunisé par l'extrait de bradyzoites (piste 2). 

- Immunoprécipitation des A E S - ~ ~ S - M ~ ~  se fixant à la Con A (pistes 4 à 6) par deux sérums 

de souris: immunisée par les AES (piste 4) et immunisée par l'extrait de bradyzoites (piste 6)' 

et par un sérum de rat immunisé par l'extrait de bradyzoites (piste 5). (SDS-PAGE, 10% 

d'acrylamide). 



FIGURE 10. Antigènes des tachyzoites et des bradyzoïtes marqués par 12%, 

présentant des épitopes communs. 

- Immunoprécipitation des antigènes de surface radiomarqués des tachyzoites: 

par différents sérums humains: contrôle (piste l), prélevé au cours de la phase 

subaiguë (IgG = 1600 UI; IgM = faible taux) (piste 2) et au cours de la phase chronique de 

l'infection avec un faible taux d'IgG résiduels (IgG = 50 UI; IgM = négatif) (piste 4), 

par différents sérums de souris: contr6le (piste 7), immunisée par les AES (piste S), 

immunisée par un extrait de cerveau de souris non infectées (piste 11) et immunisée par un 

extrait de bradyzoïtes (piste 12). 

- Immunoprécipitation des antigènes de surface radiomarqués des tachyzoïtes se fixant à la 

Con A (piste 3) par le même sérum humain que dans la piste 2. 

- Immunoprécipitation des antigènes radiomarqués de l'extrait total de bradyzoites: 

par deux sérums humains: de la phase subaiguë de l'infection (piste 5) et contrôle 

(piste 6), 

par différents sérums de souris: immunisée par les AES (piste 9), contrôle (piste IO), 

immunisée par l'extrait de bradyzoites (piste 13) et contr6le (immunisées par l'extrait de 

cerveaux de souris non infectées) (piste 14). (SDS-PAGE, 10% d'acrylamide). 



(Fig 10, piste 9) ou de souris immunisées par l'extrait de bradyzoïtes (Fig 10, piste 13), une 

réponse anticorps majeure est mise en évidence contre l'antigène de 43 kDa accompagnée 

d'une bande de plus faible intensité de 56 kDa. Cette bande de 56 kDa semble non spécifique 

puisqu'elle est également observée sur les profils d'immunoprécipitation par les sérums 

contrôles (Fig 10: humain, piste 6; souris, pistes 10 et 14). 

Enfin, l'antigène de 43 kDa est glycosylé puisqu'il est révélé de façon intense par 

l'immunoprécipitation de l'extrait membranaire de tachyzoïtes marqué par l'iode radioactif et 

élué à partir d'une colonne de Con A, par le sérum humain de phase subaiguë (Fig 10, 

piste3). 

5. PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-T.GONDII 
- 

Après immunisation de souris BALB/c avec les AES, la souris qui présentait le titre 

en anticorps le plus élevé en IF1 (1/2560), et en ELISA (10 -~ )  vis-à-vis de l'extrait total de 

tachyzoïtes a été utilisée pour l'hybridation cellulaire. 

Après la fusion cellulaire, les cellules ont été réparties dans 260 alvéoles parmi 

lesquelles 210 (80%) ont présenté des clones hybrides viables. 

5.1. Sélection des clones hvbrides Droducteurs d'anticor~s monoclonaux anti-T.aondii 

Les surnageants des alvéoles qui contenaient des hybridomes ont été testés par les 

techniques d'ELISA et IFI, vis-à-vis d'un extrait total de tachyzoïtes et sur des tachyzoïtes 

formolés fixés à l'acétone respectivement, afin de sélectionner les populations cellulaires 

sécrétant des anticorps anti-T.gondii. 

Quinze clones ont été sélectionnés pour leur réactivité en ELISA parmi lesquels sept 

sécrètent des anticorps plus ou moins réactifs vis-à-vis des tachyzoites en IFI. En effet, 

parmi les hybridomes positifs en IFI, certains surnageants d'hybrides (TG17-155, TG17-97, 

TG1 7- 190, TG 17-49) induisent une immunofluorescence uniforme à la surface de tous les 

tachyzoïtes fixés sur lame, alors que d'autres (TG1 7- 1 13, TG1 7- 179 et TG1 7- 15 1) révèlent 



50 à 60 % de tachyzoïtes fluorescents. D'autres hybridomes, tel que le clone TG17-43, se sont 

révélés négatifs en IFI, bien qu'étant très réactifs en ELISA. 

5.2. Caractérisation isotv~iaue des anticor~s monoclonaux 

Par la méthode d'ouchterlony, nous avons déterminé l'isotypie des AcMc qui par la 

suite ont été les plus étudiés. 

Les AcMc TG17-190 et TG17-49 sont d'isotype IgG3 et les AcMc TG17-113, TG17- 

179 et TG17-43 d'isotype IgGl. L'AcMc TG05-54 (Rodriguez et coll., 1985) que nous avons 

souvent utilisé comme contrôle possède l'isotype IgG2b. 

6. IDENTIFICATION DES ANTIGENES CIBLES DES ANTICORPS MONOCLONAUX 
- 

Dans le but d'identifier les antigènes des tachyzoïtes cibles des AcMc obtenus et afin 

de sélectionner les AcMc dirigés contre les AES, nous avons utilisé deux techniques 

différentes: (1) l'immunoprécipitation des différents extraits antigéniques de tachyzoïtes 

marqués par 12'1 ou la 35~-méthionine, par les AcMc; (2) l'immunoélectrotransfert des 

antigènes de l'extrait total de tachyzoïtes et des AES, testés vis-à-vis des AcMc. 

6.1. Imrnuno~réci~itation des antigènes de tachvzoïtes Dar les anticor~s monoclonaux 

6.1 .l. Les antigènes de su rface maraués Dar mI - 
La figure 11 illustre les antigènes de surface des tachyzoïtes marqués par 12%, 

immunoprécipités par les surnageants de culture de nos hybridomes (pistes 1, 2, 4, 5 et 6) et 

comme contrales, par le surnageant du myélome SP2/0 (piste 3) et par 1'AcMc TG05-54 

anti-P30 (piste 7). 

Deux clones cellulaires, TG17-190 (pistes 1 et 4) et TG17-49 (piste 2), ont été ainsi 

identifiés comme produisant des anticorps vis-à-vis de l'antigène membranaire de 22 kDa. 

Deux autres clones, TG17-155 (ligne 5) et TG17-97 (ligne 6) ont immunoprécipité 

l'antigène majeur de surface des tachyzoïtes, P30. 



FIGURE 11. Identification des antigènes de surface des tachyzoites marqués par 1 2SI 

et cibles des AcMc. 

Immunoprécipitation des antigènes de surface radiomarqués des tachyzoïtes par les 

AcMc: TG17-190 (pistes 1 et 4), TG17-49 (piste 2), TG17-155 (piste 5), TG17-97 (piste 6), 

TG05-54 (piste 7) et par le surnageant du myélome SP2/0 (piste 3). (SDS-PAGE, 10% 

d'acrylamide). 



BI 6.1.2. Les antigènes solubles maraués var - 

L'immunoprécipitation des antigènes solubles marqués par 1 2 5 ~  avec les surnageants 

des différents hybridomes n'a pas révélé de bande, sauf dans le cas du clone TG17-43 qui 

reconnaît un antigène de 27 kDa (Fig 12). 

6.1.3. Les antigènes excrétés-sécrétés maraués var la %-méthionine 

Les AES produits après marquage métabolique des tachyzoïtes par la 3 5 ~ - ~ e t  ont été 

immunoprécipités par les surnageants des différents hybridomes et comme contrdles, par un 

sérum de souris saine (Fig 13, A, piste 2) et par un sérum de souris immunisée par les AES 

(Fig 13, A, piste 3). 

Seul le surnageant du clone TG17-43 a immunoprécipité une molécule de 27 kDa 

(Fig 13, A, piste 1). Cet antigène de 27 kDa est un AES qui suscite une réponse humoiale 

intense chez les souris immunisées par les AES bien que d'autres molécules de 28,5, 39 ou 69 

kDa soient également fortement reconnues (Fig 13, A, piste 3). 

6.1.4. Les antigènes somatiaues maraués var la s~-méthionine 

La figure 13,B montre le profil des antigènes somatiques extraits par le détergent 

NP40, immunoprécipités à l'aide d'un sérum de souris anti-AES (piste 3), d'un sérum de 

souris saine (piste 2) ou par le surnageant du clone TG17-43 qui reconnaît l'antigène de 27 

kDa (piste 1). 

En conclusion, par la technique d'immunoprécipitation des antigènes radiomarqués des 

tachyzoïtes, nous avons pu caractériser la spécificité antigénique de cinq AcMc (voir tableau 

récapitulatif, Table 5). Parmi les cinq clones d'hybrides, le clone TG17-43 produit un AcMc 

dirigé contre un AES de 27 kDa. Les autres clones produisent des anticorps dirigés contre 

deux antigènes majeurs de la surface des tachyzoïtes, P22 et P30. En effet, ces deux 

antigènes membranaires, bien que très faiblement présents dans les préparations d'AES, sont 

apparemment fort immunogènes. 



FIGURE 12. Immunoprécipitation des antigènes solubles marqués par 1 2 5 ~  par 1'AcMc 

TG17-43 (dernière piste à droite) et par les autres AcMc TG17 (les autres pistes). 



FIGURE 13. Identification des antigènes de tachyroïtes marqués par la 3 5 ~ - ~ e t  

reconnus par des AcMc. 

Analyse électrophorétique (SDS-PAGE, 13% d'acrylamide) des AES (A) et des 

antigènes somatiques extraits au NP40 (B) immunoprécipités par 1'AcMc TG17-43 (pistes l), 

par un sérum de souris contrble (pistes 2) et par un sérum de souris immunisée par les AES 

(pistes 3). 



6.2. 1 s  

6.2.1. Immunoélectrotransfert d'un extrait antinéniaue total 

La figure 14 démontre l'immunoréactivité des AcMc (pistes 1 à 5) comparée à celle 

des sérums polyclonaux (pistes 6 à IO), vis-à-vis des antigènes d'un extrait total de 

tachyzoïtes, en conditions réductrices (en présence de p mercaptoéthanol) (Fig 14,A) ou non 

réductrices (sansp mercaptoéthanol) (Fig 14,B). 

Nous avons pu ainsi caractériser la spécificité antigénique d'un clone d'hybrides, 

l'AcMc TG17-179, qui reconnaît un antigène de P.M. apparent de 28,5 kDa, en conditions 

réduites et non réduites (pistes 2, A et B). Ce même antigène est également reconnu par un 

sérum de souris en phase chronique d'infection (piste 6,A) et par des sérums de souris 

immunisées par les AES (pistes 7 et 8, A). 

Par cette technique également, 1'AcMc TG17-43 détecte un antigène de P.M. apparent 

de 27 kDa (pistes 1, A et B). 

Les AcMc TG17-190 (pistes 3) et TG17-49 (pistes 4) qui sont dirigés contre l'antigène 

de surface des tachyzoïtes, P22, se comportent, cependant, différemment en conditions 

réduites (A) et non réduites (B): alors qu'en conditions réductrices l'antigène de 22 kDa n'est 

que faiblement reconnu par ces AcMc (pistes 3 et 4, A) et par les sérums polyclonaux (pistes 

6, 7, 8 et 9, A), en conditions non réductrices, un antigène de P.M. apparent de 19 kDa est 

fortement détecté par les 2 AcMc (pistes 3 et 4, B) ainsi que par les mêmes sérums 

polyclonaux de souris infectée (piste 6, B) ou immunisées par les AES (pistes 7 et 8, B) et de 

lapin immunisé par un extrait total de tachyzoïtes (Leite-Cardarelli, 1988) (piste 9, B). De la 

même façon, 1'AcMc contrdle anti-P30, TG05-54, ne reconnaît pas, en 

immunoélectrotransfert, l'antigène P30 sous sa forme réduite (piste 5, A), alors que dans les 

mêmes conditions, P30 est reconnu par les sérums de souris e phase chronique de l'infection 

(piste 6, A), de lapin hyperimmun (piste 9, A) et un sérum de lapin polyclonal 

monospécifique anti-P30 (Leite-Cardarelli, 1988) (piste 10, A). Enfin, nous constatons qu'en 

absence de (Smercaptoéthanol et dans ces conditions de gels à 13% de polyacrylamide, 

l'antigène de 28,5 kDa cible de 1'AcMc TG17-179 (piste 2, B) et l'antigène P30 cible de 

l'AcMc TG05-54 (piste 5, B) et du sérum polyclonal anti-P30 de lapin (piste 10, B) 



FIGURE 14. Identification des antigènes cibles des AcMc par immunoélectrotransfert 

d'un extrait antigénique total de tachyzoïtes après leur migration en SDS-PAGE (13% 

d'acrylamide), en présence (A) ou en absence de mercaptoéthanol( 8). 
- ACMC TG17-43 (l),  TG17-179 (2), TG17-190 (3), TG17-49 (4), TG05-54 (S), 

- Sérums de souris en phase chronique d'infection (6), de souris immunisées par les AES (7 

et 8), de lapin immunisé par un extrait total de tachyzoïtes (9), de lapin immunisé par 

l'antigène P30 purifié (10). 



présentent des migrations comparables. 

6.2.2. Immunoélectrotransfert des antigènes excrétés-sécrétés 

Lorsque les différents AcMc ont été testés par immunoélectrotransfert contre les AES 

non réduits (Fig 1 3 ,  1'AcMc TG1 7- 1 13 qui réagit avec une molécule de 2 1 kDa (piste 2) a 

été identifié. L'AcMc TG17-43 reconnaît l'antigène de 27 kDa (piste 3) et 1'AcMc TG17-179, 

l'antigène de 28,5 kDa (piste 4). La piste 1 montre les AES révélés par un sérum de souris 

immunisée par les AES, utilisé comme témoin. 

Il faut noter que la présence d'une grande quantité de protéines sériques, due au 

sérum de veau dans les préparations d'AES exclut l'observation, par cette technique, des 

antigènes de P.M. 40 à 80 kDa. Néanmoins, ces préparations conviennent pour la détection 

des antigènes de bas P.M. cibles de nos AcMc, ce qui nous permet de démontrer que 

l'antigène de 21 kDa, détecté beaucoup plus intensément dans les AES que dans les anti&nes 

somatiques, est activement sécrété. 

6.2.3. Réactivité vis-à-vis de l'antigène recombinant P24 

Dans le but du clonage d'un AES de T. gondii potentiellement protecteur, les produits 

de traduction des ARN messagers des tachyzoites ont été immunoprécipités par un sérum de 

lapin immunisé par les AES, par des sérums humains en phase aiguë et chronique de 

toxoplasmose et par nos AcMc: un produit de traduction de 24 kDa a été détecté par le sérum 

de lapin anti-AES et par les sérums humains en phase chronique (Cesbron-Delauw et coll., 

1989), et également par 1'AcMc TG17-43 (Cesbron-Delauw, comm. personnelle). Par la suite, 

Cesbron-Delauw et coll. (1989) ont réalisé le clonage du gène codant pour la protéine P24: 

une banque d'ADNc a été construite dans le vecteur d'expression Lambda gt 11 et les clones 

recombinants ont été criblés de façon différentielle, d'une part par le sérum de lapin anti- 

AES et d'autre part par un sérum humain en phase aiguë non réactif vis-à-vis de P24. Trois 

clones (TX8, TXlO et TXl l )  ont été sélectionnés et leur inserts sous-clonés dans le phage 

Ml  3 avant d'être séquencés (Fig 17). 

Nous avons vérifié la réactivité des AcMc anti-AES vis-à-vis des protéines 

recombinantes exprimées chez E. coli. La figure 16 illustre la réaction des AcMc anti-AES en 



FIGURE 15. Identification des AES reconnus par les AcMc. 

Immunoélectrotransfert des AES après migration en SDS-PAGE (10% d'acrylamide) en 

conditions non réductrices: 

(1) sérum de souris immunisée par les AES, 

(2) ACMC TG17-113, 

(3) ACMC TG17-43, 

(4) ACMC TG17-179. 



FIGURE 16. Reconnaissance de l'antigène recombinant P24 par l'AcMc TG17-43. 

- Immunoélectrotransfert de l'extrait soluble de tachyzoites (A) et de la protéine 

recombinante issue du clone bactérien TX8 (B): 

(1) ACMC TG17-43, 

(2) ACMC TG17- 179, 

(3) ACMC TG17-113, 

(4) sérum de souris immunisée par les AES. 

- En C: immunoréactivité de l'AcMc TG17-43 vis-à-vis des protéines recombinantes issues 

des clones bactériens TX8 (piste l), TXl l  (piste 2) et de l'extrait brut d'E.coli Y1090 

(contr6le) (piste 3). 



immunoélectrotransfert, vis-à-vis d'un extrait soluble de tachyzoïtes (A) comparé au produit 

du clone recombinant TX8 (B) et en particulier, la réaction de I'AcMc TG17-43 (en C) vis- 

à-vis des protéines recombinantes exprimées par les clones TX8 (piste 1, C) et T X l l  (piste 

L'AcMc TG17-43 réagit d'une part avec un antigène soluble de 27 kDa (piste 1, A), 

mais aussi avec la protéine recombinante exprimée par le clone TX8 (piste 1, B). 

Parallèlement, les mêmes bandes sont détectées par un sérum de souris anti-AES (pistes 4, A 

et 4, B). Il est intéressant de noter que les AcMc TG17-179 (pistes 2, B) et TG17-113 (pistes 

3, B) ne détectent ni la protéine recombinante, ni d'antigènes dans l'extrait soluble (pistes 2 

et 3, A), les antigènes cibles se trouvant dans l'extrait membranaire des tachyzoïtes. Les 

bandes d'intensité plus faible observées avec le sérum de souris anti-AES et avec 1'AcMc 

TG17-43 dans la préparation de protéine recombinante (pistes 1 et 4, B) sont dues à-des 

réactions non spécifiques qui disparaissent quand les sérums et l'AcMc sont auparavant 

épuisés contre un extrait d'E. coli (Fig 16, C). 

La figure 16,C montre la réaction de l'AcMc TG17-43 avec les produits d'expression 

des clones bactériens TX8 (piste 1) et TXl l  (piste 2) en comparaison avec l'extrait brut d'E. 

coli Y1090 (piste 3). Le clone T X l l  renfermant un insert plus long que le clone TX8 et 

également plus long que l'antigène natif (voir Fig 17), les protéines recombinantes 

correspondantes ont des P.M. apparents différents. 

Ainsi, nous disposions d'une sonde AcMc spécifique de la protéine recombinante P24. 

7. SEQUENCAGE PARTIEL DE L'ANTIGENE NATIF P27 

Suite à la construction d'une banque d'ADN génomique de tachyzoïtes qui a été 

criblée par une sonde oligonucléotidique de synthèse correspondant à l'extrémité 5' de 

YADNc de TXll ,  un fragment d'ADN génomique de 1,s kb a été sélectionné et séquencé 

ainsi que les inserts des clones TX8, TXlO et TXl l  (Cesbron-Delauw et coll., 1989), (Figl7). 

Afin de comparer les séquences nucléotidiques obtenues avec la séquence en amino- 

acides de la protéine native, l'antigène de 27 kDa a été isolé des préparations d'AES, par 
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FIGURE 17. Séquence nucléotidique du gène codant pour P24. 

Les têtes de flèches indiquent les extrémités 5' des quatre ADNc (TX3.3, TXl l ,  TXlO 

et TX8). Les codons stop sont soulignés en gras. Une région CAAT et des séquences riches 

en G+C dans la région promotrice potentielle sont soulignées. La séquence en aminoacides 

indiquée est déduite à partir de la séquence du plus long ADNc en phase avec la p - 
galactosidase. Le codon d'initiation présumé au niveau de la Met-72 est encadré. Le site de 

clivage potentiel situé après le peptide hydrophobe ressemblant à une séquence signal est 

indiqué par une flèche descendante (après 1'Ala-95). Un site possible de glycosylation est 

encadré en pointillés. Les aminoacides correspondant aux trois peptides obtenus après clivage 

au CNBr de l'antigène natif sont soulignés par des points. Les deux domaines liant le calcium 

sont aussi encadrés. 

(d'après Cesbron-Delauw et coll., 1989). 



chromatographie d'affinité et soumis au séquençage en aminoacides par la société Transgène 

(Strasbourg). Bien que l'acide aminé en position N-terminale soit bloqué, le séquençage 

partiel après coupure par le bromure de cyanogène a permis l'analyse de 3 peptides différents 

qui correspondent à des séquences nucléotidiques des ADNc (Fig 17). 

Ces observations démontrent que l'antigène natif correspond bien à la protéine 

recombinante P24, et confirment la séquence nucléotidique de son gène. 

8. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES ANTIGENES EXCRETES-SECRETES 

CIBLES DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

8.1. Fixation de calcium Dar l'antigène cible de 1'AcMc TG17-43 

Récemment Cesbron-Delauw et coll. (1989) ont démontré que la proteine 

recombinante exprimée par le clone bactérien TX8 est capable de fixer le 45~a2+ ;  par 

ailleurs la séquence nucléotidique du gène codant pour P24 présente deux domaines 

susceptibles de fixer le calcium (Fig 17). 

Nous avons alors recherché si l'antigène natif P27, cible de 1'AcMc TG17-43, présente 

également la propriété de fixer le calcium (Fig 18). Une préparation d'antigènes solubles 

(selon Sibley et coll., 1986) séparés par SDS-PAGE, puis transférés sur une membrane de 

nitrocellulose a été incubée d'une part avec du 4 5 ~ a 2 +  puis autoradiographiée (piste 1); 

d'autre part, la même membrane a été incubée avec 1'AcMc TG17-43, incubation suivie 

d'une révélation immunoenzymatique (piste 2). La même bande est révélée par les deux 

procédés, ce qui confirme que l'antigène natif P27 fixe le calcium. 

8.2. Fixation à la Con A de l'antigène cible de 1'AcMc TG17-179 

Ayant auparavant caractérisé un AES majeur de 28,5 kDa qui se fixait à la Con A 

(voir 4.2), nous avons voulu vérifier si 1'AcMc TG17-179 est effectivement dirigé contre cet 

antigène glycosylé. 

Comme, il nous était impossible d'identifier l'antigène cible de TG17-179 par la 

technique d'immunoprécipitation, cet AcMc n'étant pas immunoprécipitant, nous avons testé 



FIGURE 18. Analyse en SDS-PAGE des protéines sécrétées dans un milieu dépourvu 

de calcium et transférées sur feuille de nitrocellulose. 

( 1 )  Autoradiographie après révélation par 4 5 ~ a 2 +  

(2) Révélation immunoenzymatique après incubation de la meme feuille par 1'AcMc 

TG1 7-43. 



les AcMc dirigés contre les AES en ELISA, vis-à-vis des antigènes d'un extrait total de 

tachyzoïtes élués à partir d'une colonne de Con A. 

Alors que les trois AcMc TG17-113, TG17-43 et TG17-179 sont bien positifs en 

ELISA vis-à-vis d'un extrait total de tachyzoïtes (procédé de détection des hybridomes 

producteurs d'AcMc), seul 1'AcMc TG17-179 réagit quand il s'agit des antigènes élués sur 

une colonne de Con A. En effet, l'ascite contenant 1'AcMc TG17-179 diluée au 500ème est 

encore réactive vis-à-vis de l'extrait Con A alors que les ascites renfermant les AcMc TG17- 

113, TG17-43 et l'ascite du myélome non sécrétant SP2/0 diluées au 50ème sont négatives 

dans ce test (Table 3). Ceci démontre que l'AES glycosylé GP28,5 est bien la cible de l'AcMc 

TG17-179. 

8.3. Etablissement de la nature vrotéiaue de l'évitove de GP28.5 reconnu var 1'AcMc TG-17- 

179 - 

Afin de vérifier la nature protéique du déterminant antigénique de GP28,5 reconnu 

par 1'AcMc TG17-179, nous avons procédé à la déglycosylation des antigènes d'un extrait 

total de tachyzoïtes. 

La figure 19 montre l'immunoélectrotransfert des antigènes non réduits par le 

pmercaptoéthanol, deglycosylés par le TFMS (A) ou par le périodate de sodium (B) en 

comparaison avec l'extrait antigénique initial (C) testés vis-à-vis des AcMc suivants: 

-pis tes 1: TG22-DG5, dirigé contre l'antigène de 97 kDa, vraissemblablement gl ycosylé, de 

T.gondii (AcMc contrdle, récemment préparé dans notre laboratoire) 

-pistes 2: TG05-54, anti-P30 (contrdle) 

-pistes 3: TG17-43, anti-P27 

-pistes 4: TG17- 179, anti-GP28,5 

-pistes 5: TG17-49, anti-P22 

Les deux procédés de déglycosylation semblent être satisfaisants puisque l'antigène 

cible de l'AcMc contrdle TG22-DG5 présente un P.M. apparent plus faible, après 3 h de 

traitement par le périodate de sodium (piste 1, B) et perd son antigénicité après 

déglycosylation par le TFMS (piste 1, A). Cet antigène pourrait être une glycoprotéine avec 



TABLE 3. Test ELISA utilisant la fraction antigénique qui se fixe à la Con ~ ( l )  

Echantillons 

Dilutions 

150 1:lOO 1500 1:5000 

sérum de souris saine 0.53 0.20 0.20 0.12 
sérum de souris anti-AES >2 >2 >2 0.65 
ascites 

SP2/0 0.18 O. 15 0.10 0.10 
TG17-113 0.17 0.12 0.08 0.08 
TG17-43 0.23 O. 15 0.10 0.07 
TG17-179 >2 1.20 0.43 0.10 

Densité optique à 492 nm. 



FIGURE 19. Immunoélectrotransfert des antigènes de l'extrait de tachyzoïtes 

déglycosylés par le TFMS (A) ou par le périodate de sodium (B) comparés aux antigènes non 

déglycosylés (C): 

(1) AcMc TG22-DG5, 

(2) ACMC TG05-54, 

(3) ACMC TG17-43, 

(4) ACMC TG17- 179, 

(5) ACMC TG17-49. 



un déterminant antigénique de nature glycosidique qui serait partiellement déglycosylée à la 

suite de 3 h d'oxydation par le périodate, alors que le traitement par le TFMS étant plus 

sévère aboutirait à la dénaturation totale de son épitope. D'autres antigènes, P30 (pistes 2) et 

P22 (pistes 5) de nature protéique ne semblent pas être affectés par ces traitements puisque 

leur antigénicité et  leur migration sur gels SDS-PAGE ne sont pas modifiées. Cependant, 

l'antigène P27 qui est aussi de nature protéique (antigène non retenu par la Con A) semble 

être légèrement dénaturé suite aux traitements par ces acides (pistes 3, A et B); la molécule 

faiblement dénaturée présenterait alors une structure tertiaire plus relâchée, ce qui peut 

expliquer une migration plus difficile dans le gel d'acrylamide et un P.M. apparent qui 

augmente de 27 kDa (piste 3, C) à 29 kDa après les traitements acides (pistes 3, A et B). 

Enfin, 1'AcMc TG17-179, qui reconnaît l'antigène GP28,5 même après déglycosylation 

(pistes 4, A et B), est vraisemblablement dirigé contre un épitope de nature protéique. ~ Y a n t  

vérifié la nature protéique du déterminant antigénique de GP28,5, 1'AcMc TG17-179 a pu 

être utilisé dans notre laboratoire, pour le criblage de clones recombinants dans deux banques 

d'ADNc (Miquey et Mercier, en préparation). 

9. LOCALISATION DES ANTIGENES CIBLES 

9.1. Analvse en cvtofluorométrie de flux 

Alors que par la technique d'immunofluorescence indirecte, les AcMc TG 17- 179 

(anti-GP28,5) et T G  17- 1 13 (anti-P2 1 ) induisaient une immunofluorescence membranaire au 

niveau d'un grand nombre de tachyzoïtes formolés, 1'AcMc TG17-43 (anti-P27) ne réagissait 

nullement avec ces tachyzoïtes (voir 5.1). Nous avons alors quantifieé la proportion relative 

des tachyzoites formolés réagissant avec chaque AcMc par une analyse en cytofluorométrie de 

flux. 

Les pics d'intensité de fluorescence révèlent que plus de 60% des tachyzoïtes 

réagissent avec les AcMc TG17-179 (Fig 20, A) et TG17- 113 (Fig 20, B). Par contre, suite à 

l'incubation avec 1'AcMc TG17-43, les tachyzoïtes ne montrent aucune fluorescence 

significative (Fig 20, C). 
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FIGURE 20. Analyse en cytofluorométrie de flux des tachyzoïtes formolés incubés 

avec les AcMc: 

(A) TG17-179, 

(B) TG17-113, 

(C) TG17-43, 

(D, 1) TG05-54, 

(D, 2) TG17-49. 

Intensité relative de fluorescence, en abscisse; 

Nombre relatif de parasites, en ordonnée. 



L'incubation des tachyzoïtes avec des AcMc dirigés contre les antigènes de surface du 

tachyzoïte P22 ou P30 entraîne des pics de fluorescence correspondant à la quasi-totalité des 

tachyzoites, avec cependant une intensité de fluorescence relativement plus importante pour 

les tachyzoïtes réagissant avec 1'AcMc anti-P30, TG05-54 (Fig 20, D,1) en comparaison à la 

réaction induite par 1'AcMc anti-P22, TG17-49 (Fig 20, D,2). 

9.2. Localisation ultrastructurale des antigènes excrétés-sécrétés: mise en évidence du 

écrétion de T. aon& . . mécanisme de s 

Des études en immunocytochimie ultrastructurale, par marquage à l'or colloïdal, ont 

été réalisées sur des coupes ultrafines de tachyzoïtes et de kystes intracérébraux incubées avec 

les AcMc anti-AES par le Dr G. Torpier, afin d'obtenir des informations sur la distribution 

subcellulaire des antigènes cibles. 

9.2.1. Immunolocalisation des antigènes dans les tachvzoïtes 

Des coupes ultrafines de tachyzoïtes libres ou intracellulaires ont été incubées avec les 

AcMc TG17-43, TG17-113 et TG17-179, avant d'être révélées par un sérum anti-IgG de 

souris conjugué à l'or colloïdal. En microscopie électronique, une immunoréactivité spécifique 

est observée en association avec la matrice des granules denses des tachyzoïtes incubés avec 

chacun de ces 3 AcMc (Fig 21, a et b), alors que les micronèmes et les rhoptries ne sont pas 

marqués. De plus, un marquage par l'AcMc TG17-179 peut être observé au niveau de 

l'appareil de Golgi (Fig 21, a). 

En plus de leur localisation dans les granules denses, les antigènes P21 et GP28,5 sont 

détectés associés au complexe membranaire d'une subpopulation de tachyzoïtes (Fig 22, a). 

Cette observation est en corrélation avec les 60% de tachyzoïtes fluorescents révélés par les 

AcMc TG17-179 et TG17-113, en cytofluorométrie de flux. Ces antigènes sont 

préférentiellement associés à la face interne du complexe membranaire des tachyzoïtes (Fig 

22, b). La localisation membranaire de P21 et GP28,5 semble être, de ce fait, différente de 

celle de l'antigène majeur de surface P30 qui, après révélation par un sérum de lapin 





FIGURE 22. 

- Immunomarquage à l'or colloïdal des tachyzoïtes démontrant la localisation membranaire 

des antigènes GP28,5 (a), P21 (b) et P30 (c): 

En a, l'immunoréactivité de SAcMc TG17-179 est associée aux granules denses (d) et 

au complexe membranaire délimitant certains tachyzoïtes (flèches); barre - 1 Pm. 

En b, l'immunomarquage par 1'AcMc TG17-113 est observé endessous du 

plasmalemme (flèches). 

En c, un sérum de lapin monospécifique anti-P30 réagit avec la surface externe du 

plasmalemme (flèches); barre = 0,l Pm. 

- Microscopie électronique de tachyzoïtes inclus en araldite (d et e): 

En d, section de parasite montrant un granule dense normale (l), la décondensation 

du contenu du granule (2), la formation de membranes dans les granules (3 et 3') et 

l'exocytose d'un granule vers l'intérieur du complexe membranaire (4); barre = 1 Pm. 

En e, agrandissement du cliché d (3), montrant la fusion d'un granule dense modifié 

avec la membrane interne du complexe membranaire; barre = 0,l Pm. 

R, rhoptries; Cy, cytoplasme; d, granule dense. 



monospécifique anti-P30, est essentiellement détecté à la surface externe du plasmalemme 

(Fig 22, c). 

Généralement, les granules denses qui sont distribués à travers le cytoplasme se 

trouvent à proximité des rhoptries et l'observation de granules denses fusionnant avec le 

complexe membranaire entourant le parasite, n'est guère commun. Cependant, la figure 22,d 

illustre des granules qui semblent suivre des étapes de différentiation caractéristiques 

(séquences 1 à 4, Fig 22, d); il s'agit tout d'abord d'une décondensation de leur contenu (en 

2) suivie de la formation de membranes (3') et enfin, de leur fusion avec la membrane 

interne du complexe membranaire délimitant le parasite (Fig 22, d, étape 3, observation 

détaillée sur la Fig 22, e). Cette observation, bien qu'exceptionnelle, pourrait expliquer la 

libération de certains composants des granules denses, à l'intérieur de la pellicule, juste en 

dessous du plasmalemme (Fig 22, d, étapes 3 et 4). 

Enfin, les sections de tachyzoïtes intracellulaires incubés avec les 3 AcMc anti-AES 

révèlent un immunomarquage intense, associé au réseau membranaire présent dans la vacuole 

parasitophore (Fig 23). 

9.2.2. 1 1 s  

Des sections ultrafines de cerveaux de souris infectées et contenant des kystes de la 

souche 76K ont été incubées avec les trois AcMc anti-AES. 

Sur les sections de kystes intracérébraux, l'antigène cible de SAcMc TG17-43 est 

révélé dans les granules denses des bradyzoïtes (Fig 24). 

L'AcMc TG17-179 réagit avec un antigène localisé d'une part dans les granules denses 

des bradyzoïtes mais aussi associé à avec la matrice de la paroi du kyste (Fig 25). 

L'AcMc TG17-113 reconnaît une molécule localisée d'une part dans les granules 

denses des bradyzoïtes, mais aussi à l'extérieur des bradyzoïtes, dans la paroi du kyste (Fig 

26, a) et plus précisement en association avec les invaginations de la membrane du kyste (Fig 

26, b). Cet antigène est même fréquemment observé à l'extérieur du kyste (Fig 26, a, 

flèches). 



FIGURE 23. Immunolocalisation ultrastructurale de GP28,5 sur une section de 

tachyzoïte intracellulaire. 

Les particules d'or colloïdal sont observées dans les granules denses (d) et associées au 

réseau membranaire présent dans la vacuole parasitophore (PV). H, cellule-h6te; R, rhoptries; 

barre = 1 Pm. 



FIGURE 24. Immunomarquage de sections de kystes intracérébraux par 1'AcMc 

TG17-43. 

L'immunomarquage à l'or colloidal des coupes ultrafines incubées par 1'AcMc TG17- 

43 est observé dans les granules denses (D) des bradyzoites. A, grain d'amylopectine; CW, 

paroi du kyste. 



FIGURE 25. Immunomarquage de sections de kystes intracérébraux par 1'AcMc 

TG17-179. 

Suite à l'incubation avec l'AcMc TG17-179, Timmunomarquage à l'or colloïdal est 

observé dans les granules denses (D) des bradyzoïtes et dans la paroi du kyste (CW). 



FIGURE 26. Immunomarquage de sections de kystes intracérébraux par 1'AcMc 

TG17-113. 

En a, l'immunoréactivité de 1'AcMc TG17-113 est observée dans les granules denses 

(D) des bradyzoïtes, dans la paroi du kyste (CW) et fréquemment à i'extérieur du kyste 

(flèches). 

En b, cliché fort grossissement démontrant la localisation de l'antigène cible de 

1'AcMc TG1 7- 11 3 en association avec les invaginations de la membrane du kyste. 



La spécificité antigénique des AcMc décrits dans ce travail ainsi que la localisation 

ultrastructurale des antigènes cibles des AcMc anti-AES sont résumées dans un tableau 

récapitulatif (Table 5). 

10. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

L'étude de l'activité biologique des AcMc a été abordée, d'une part in vitro, par un test de 

lyse complément-dépendante et d'autre part in vivo, chez le rat "Nude". 

10.1. Activité biolo~riaue in vitro 

Le pouvoir lytique des AcMc anti-AES (P21, P27, GP28,5) et des AcMc dirigés 

contre les antigènes de surface du tachyzoïte (P30 et P22), vis-à-vis des tachyzoïtes-en 

présence de complément, est évalué selon la technique de "Dye test" modifiée par Feldman et 

Lamb (1966). 

Comme il est présenté sur le tableau 4, les trois AcMc anti-AES, TG17-113, TG17- 

179 et TG17-43 se sont révélés négatifs dans ce test, alors que les AcMc TG17-49 et TG05- 

54 présentent des pouvoirs lytiques élevés. 

En effet, seuls les antigènes présents à la surface du parasite, comme P30 et P22, 

semblent être visés par ce procédé de lyse complément-dépendante. D'autres molécules 

exclusivement cytoplasmiques (P27) ou ayant de plus une localisation membranaire non 

superficielle (P21 et GP28,5) ne semblent pas directement accessibles à l'action 

toxoplasmicide des anticorps. 

10.2. Activité biologiaue in vivo chez le rat "Nude" 

Ayant auparavant démontré, chez les rats "Nude" infectés par T. gondii, le pouvoir 

protecteur des anticorps présents dans les sérums de rats Fischer immunisés par les AES, nous 

avons utilisé ce même modèle expérimental afin de vérifier le rble protecteur des différents 

AcMc dont certains sont dirigés contre des AES. 



TABLE 4. Pouvoir lytique des AcMc anti-T.gondii 

Ascites Titres en "Dye-test" 



A la suite de plusieurs expériences, nous avons constaté que les rats "Nude" qui 

avaient reçu par transfert passif les AcMc anti-AES (TG17-43, TG17-113 ou TG17-179), un 

jour avant d'être infectés, présentaient globalement les mêmes durées de survie que les rats 

contrôles ayant reçu un AcMc irrelevant. 

Seuls, les transferts passifs des AcMc anti-P22 (TG17-49) et anti-P30 (TG05-54) 

induisent une augmentation significative de la survie des rats "Nude" infectés par 10 5 

tachyzoïtes de la souche virulente RH. Comme le montre la figure 27, le transfert passif de 

l'ascite anti-P22 prolonge de 4 à 5 jours la durée de vie des rats infectés et l'ascite anti-P30 

améliore cette survie de plus de 10 jours, en comparaison avec les rats contrbles. 

1 1. APPROCHE DIAGNOSTIQUE: RECHERCHE D'ANTIGENES CIRCULANTS CHEZ - 
LA SOURIS 

Comme les antigènes sécrétés semblent représenter la majorité des antigènes circulants 

détectables très tôt au cours de l'infection par T. gondii (Hughes et Van Knapen, 1982), il 

était intéressant de rechercher les antigènes circulants qui seraient reconnus par les sondes 

AcMc anti-AES dont nous disposions. 

Chez la souris OF1, l'infection par la souche virulente RH de T. gondii conduisant à 

une parasitémie intense et à la mort des animaux en 4 à 5 jours, nous avons choisi ce modèle 

car les quantités d'antigènes circulants y sont relativement élevées. 

1 1.1. Identification d'un antigène circulant 

Un grand nombre de souris OF1 ont été infestées par la souche RH du toxoplasme. 

Ces souris ont ensuite été saignées, par séries, à un jour d'intervalle (JO, J1, J2, 53 et J4). Les 

saignées de chaque jour ont été rassemblées et les sérums collectés. Ces pools de sérums 

susceptibles de renfermer des antigènes circulants ont subi une migration en SDS-PAGE, puis 

les protéines ont été transférées électrophorétiquement sur des feuilles de nitrocellulose. 

Chaque pool de sérums (correspondant à un jour donné, après l'infestation) a ensuite été testé 

vis-à-vis des différents AcMc. 



O 5 1 0  15 2  O 2 5  3 0  3 5  

JOURS (P.1) 

FIGURE 27. Pouvoir protecteur des AcMc chez le rat "Nude". 

Survie des rats "Nude" infectés par los tachyzoites, 24 h après le transfert passif de: 

- ~'AcMc TG05-54 (m), 

- ~'AcMc TG17-49 (O) ,  

- Sérum de rats immunisés par les AES (o), 

- Sérum de rats ayant reçu de l'adjuvant seul (O). 



Aucune immunoréactivité des AcMc anti-AES, anti-P30 et anti-P22 n'a été mise en 

évidence pour les profils électrophorétiques des sérums correspondant aux jours JO, J1 et 52 

après l'infestation. Par contre, les sérums de souris obtenus au 3ème et surtout au 4ème jour 

de l'infection présentaient une quantité d'antigène P27 circulant suffisamment importante 

pour être détectée après immunoélectrotransfert par I'AcMc TG17-43 (Fig 28, piste 1). 

11.2. Détection de l'antigène circulant P27. var une méthode radioimmunolo~iaue 

Après avoir démontré l'existence d'un AES circulant, P27, chez la souris, nous avons 

mis au point une technique radioimmunologique en phase solide (SRIA), dans le but de 

quantifier cet antigène circulant dans les sérums d'infection aiguë par T. gondii. 

- 
1 1.2.1. Utilisation d'un vevtide svnthétiaue 

Après analyse de la séquence nucléotidique de l'antigène recombinant P24 (Cesbron- 

Delauw et coll., 1989), des peptides ont été synthétisés (Dr H. Gras-Masse et Pr A. Tartar). 

Les séquences sélectionnées présentent des caractéristiques physico-chimiques pouvant 

correspondre à celle des épitopes majeurs (Hopp et Woods, 1981). Un peptide de 24 acides 

aminés qui correspond à la séquence 170-193 de P24 nous a plus particulièrement intéressé 

car il est reconnu par l'AcMc TG17-43. 

La séquence en acides aminés du peptide 170-193 est la suivante: 

VEEVIDTMKSMQRDEDIFLRALNK. 

11.2.2. Mesure de la constante d'affinité 

La reconnaissance par 1'AcMc TG17-43 du peptide 170-193 indique que ce dernier 

renferme tout ou au moins une partie essentielle de l'épitope de P27 pour 1'AcMc. 

Comme l'affinité d'un anticorps pour sa cible est un facteur important dans la 

sensibilité des essais immunologiques et des tests diagnostiques, nous avons entrepris la 

mesure de la constante d'affinité de l'AcMc TG17-43 pour le peptide 170-193. Comme nous 

l'avons décrit dans le chapitre Matériels et Méthodes, la technique consiste en une 

compétition entre le peptide marqué par 12'1 (peptide traceur à une concentration fixe, Tt) 



FIGURE 28. Identification d'un antigène circulant dans les sérums de souris infectées 

par la souche RH. 

Immunoélectrotransfert d'un pool de sérums collectés 4 jours après l'infection, testé 

vis-à-vis des AcMc: 

(1) TG17-43 

(2) TG17-179 

(3) TG17-113 

(4) TG05-54. 



et des concentrations variables du peptide froid (inhibiteur, 1) vis-à-vis de I'AcMc. Après la 

détermination de la molarité de l'inhibiteur (It) entraînant une inhibition de 50% de la 

fixation du traceur, la constante d'affinité K peut être calculée, selon Müller (1980): 

En pratique, nous avons tout d'abord choisi une concentration du traceur [Tt] 

permettant d'obtenir un signal significatif (en absence d'inhibiteur), par précipitation avec 

7 1'AcMc en excès: [Tt] = 1,006 x 10- moleIl. 

Puis, la concentration d'AcMc précipitant 50% du traceur [Tt] a été déterminée; elle 

est de l'ordre de 0,025 mg/ml. 

Enfin, la figure 29 montre les pourcentages d'inhibition obtenue en présence de 1,006 

x 1 0 - ~  mole11 de traceur radioactif et de 0,025 mg/ml d9AcMc, en fonction de différentes 

molarités d'inhibiteur; une inhibition de 50% est obtenue avec 2,24 x lom7 mole/l 

d'inhibiteur, [It]. 

La constante d'affinité est ensuite calculée: 

K = 8 / (3 x (2,24 x 1 0 - ~  - 1,006 x IO-') M - ~  

K = 2'16 x 107 M-l. 

11.2.3. Test de comvétition SRIA 

Un test SRIA a été mis au point, basé sur une compétition entre la fixation du 

peptide 170-193 marqué par 12'1 et de l'antigène P27 circulant dans les sérums d'infection 

aiguë de souris, vis-à-vis de 1'AcMc TG17-43 qui est adsorbé sur le support. 

Dans un premier temps et pour vérifier la sensibilité du test, le peptide radiomarqué 

(5 ng) a été mis en compétition avec le peptide non marqué ii différentes concentrations (2'5 

x IO-' à 5 x mole/l). Comme il est montré sur la figure 30, rapport du peptide froid 

entraîne une inhibition dose-dépendante de la fixation du peptide marqué sur 1'AcMc. Une 

inhibition de 100% est obtenue avec 5 x 1 0 - ~  mole11 du peptide non marqué. 

La figure 31 illustre les taux d'inhibition obtenus par incubation des différentes 

dilutions des pools de sérums de souris infectées par la souche RH et saignées à des jours 

différents (JO, J1, 52, 53 et 54 après l'infestation) avec 5 ng de peptide radiomarqué. Une 



iog(1J- -6,65 

[Ir) =2,24 x 1 0 - ~  mole/l 

FIGURE 29. Constante d'affinité de l'AcMc TG17-43 pour le peptide 170-193. 

Détermination de la molarité de i'inhibiteur (It) entraînant une inhibition de 50% de la 

fixation du traceur sur l ' ~ c ~ c . [ I ] ,  concentration en inhibiteur. 
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FIGURE 30. Standardisation du test de compétition SRIA pour la détection de 

l'antigène circulant P27: inhibition dose-dépendante de la fixation du peptide radioactif sur 

1'AcMc TG17-43, par le peptide froid. 



inhibition de 10% est tout d'abord observée avec les sérums du deuxième jour suivant 

l'infestation (52) dilués au 1/2 ou au 1/4. Les meilleurs résultats sont obtenus avec les sérums 

prélevés les 3ème et 4ème jours, avec des inhibitions significatives de l'ordre de 50% (pool de 

sérums dilué au 1/2) à 25% (dilution au 1 /16) pour les sérums à 54. 

Ces résultats montrent la cinétique d'apparition de la protéine P27 circulante, chez la 

souris, au cours de l'infection par la souche virulente RH de T. gondii. 



% d'inhibition 
Pool de sérums à 
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FIGURE 31. Test de compétition SRIA pour la détection de l'antigène circulant P27 

démontrant l'apparition de P27 circulant dans.les sérums de souris, à différents jours après 

l'infection par la souche RH de T.gondii. 



TABLE 5. Tableau récapitulatif des AcMc et des antigènes cibles. 

AcMc Isotype IF1 Antigène Type d'antigènes Localisation ultrastructurale 
cible de tachyzoïtes 

reconnus Tachyzoïte Bradyzoïte 

AES, G.D., C.M. G.D. 
extrait membranaire V.P. paroi du kyste 

AES, G.D., C.M. G.D. 
extrait membranaire A.G., V.P. paroi du kyste 

AES, G.D. G.D. 
extrait soluble, V.P. 
antigène circulant 

Antigène de surface, 
extrait membranaire 

Idem 

Antigène de surface, 
extrait membranaire 

Idem 

Antigène de surface, 
extrait membranaire 

AES, 
extrait soluble 

G.D., granules denses 
C.M., complexe membranaire 
A.G., appareil de Golgi 
V.P., vacuole parasitophore 



DISCUSSION 



Cette étude des antigènes d'intérêt dans l'immunité au cours de la toxoplasmose a été 

fondée sur une nouvelle approche à partir d'hypothèses qui postulent d'une part le r61e 

important des molécules d'excrétion-sécrétion des parasites dans l'immunité anti-parasitaire et 

d'autre part, selon le concept de l'immunité de prémunition, le r61e important que pourraient 

jouer les antigènes communs aux différents stades infectieux du parasite (Capron et Dessaint, 

1988). 

1. CARACTERISATION ET ROLE PROTECTEUR DES ANTIGENES D'EXCRETION- 

SECRETION DE T. GONDII - 
Contrairement aux antigènes somatiques de Toxoplasma gondii, peu d'études ont été 

consacrées aux antigènes sécrétés ou excrétés par ce parasite. Mis à part le PEF ("Penetration 

enhancing Factor") sécrété par les rhoptries et qui intervient durant l'invasion de la cellule- 

hôte (Lycke et coll., 1975), les antigènes décrits comme étant des produits d'excrétion- 

sécrétion de T. gondii étaient généralement constitués par les exo-antigènes présents dans les 

milieux de cultures cellulaires infectées par des tachyzoïtes (Desgeorges et coll., 1980; 

Chumpitazi et coll., 1987). L'analyse de la composition protéique de ces surnageants de 

cultures a montré que certaines molécules présentes dans ces préparations étaient des 

composants de la cellule-h8te (Roques et coll., 1986). Pour pallier cet inconvénient, nous 

avons tout d'abord mis au point un procédé d'obtention d'antigènes d'excrétion-sécrétion 

(AES) des tachyzoïtes en milieu acellulaire, dans de bonnes conditions de survie parasitaire. 

Ainsi, la possibilité de contamination des préparations d'AES par les antigènes d'origine 

cellulaire a été écartée. Après standardisation de notre technique de préparations des AES, 

nous avons pu estimer qu'environ 15 ) ~ g  de protéines sont excrétées-sécrétées par 10 8 

tachyzoïtes, et que des quantités minimales d'antigènes somatiques sont relargués par la lyse 

des parasites. 



Par la suite, nous avons identifié les AES qui sont immunogènes au cours des 

toxoplasmoses humaine et expérimentales. Près de 20 antigènes ont été identifiés par 

immunoprécipitaion d'un sérum humain prélevé en phase chronique de l'infection avec les 

AES marqués par la 35~-méthionine parmi lesquels certains antigènes, comme celui de 108 

kDa qui n'est pas détecté dans l'extrait total du toxoplasme semblent être activement 

excrétés-sécrétés par le parasite. Parallèlement, Decoster et coll. (1988) ont démontré qu'au 

cours de la toxoplasmose humaine, des AES de 108 et 28,5 kDa sont reconnus par tous les 

sérums prélevés en phase chronique de l'infection (antigènes marqueurs d'immunité), alors 

qu'un autre AES de 97 kDa, détecté très précocement par les anticorps IgM au cours de 

l'infection aiguë, peut être considéré comme un marqueur de séroconversion. D'ores et déjà, 

ces observations suggèrent l'intérêt diagnostique des AES comme marqueurs des différentes - 
étapes de l'infection humaine par T. gondii. 

L'immunisation de rats, souris et lapins avec les AES a confirmé la grande 

immunogénicité de ces antigènes. Les antigènes de 108, 97, 57, 42, 39 et 28,5 kDa sont 

reconnus par les sérums de tous les animaux infectés ou immunisés, de même que par des 

sérums humains d'infection chronique. 

Ces résultats nous ont incité à étudier le pouvoir protecteur des anticorps induits par 

les AES, dans le modèle expérimental du rat athymique ("Nude"). En effet, à cause de son 

caractère bénin, même inapparent chez les animaux immunocompétents et de ses 

conséquences mortelles chez les rats "Nuden immunodéprimés, l'infection du rat par T. gondii 

est un modèle comparable à la toxoplasmose humaine. De plus, il a été établi précédemment 

dans notre laboratoire (Santoro et coll., 1987) que le transfert passif de 5 x 106 cellules 

lymphocytaires de rats Fischer euthymiques (immunocompétents) non infectés chez les rats 

"Nude" génétiquement athymiques (immunodéprimés) induit une protection totale contre une 

5 infection par 10 tachyzoïtes de la souche très virulente RH. Ces résultats démontraient la 

participation des cellules T dans la résistance du rat à l'infection par T. gondii. 

Dans le présent travail, nous démontrons de plus la participation de la réponse 

humorale dans l'immunité protectrice, par des expériences de transfert passif de sérums 

immuns chez les rats "Nude". 



Le transfert passif de sérums de rats Fischer immunisés par les AES aux rats "Nude" 

leur confère en effet une protection significative contre l'infection par des doses léthales de 

tachyzoïtes de la souche RH. De plus, la résistance des rats "Nude" ayant reçu un transfert de 

sérum de rats immunisés par les AES est supérieure à celle des rats injectés avec des sérums 

d'infections par des parasites vivants et surtout par des tachyzoïtes irradiés. Les anticorps 

dirigés contre les AES semblent donc jouer un rble plus efficace dans l'immunité protectrice 

que les anticorps présents dans les sérums d'infection en partie dirigés contre les antigènes 

somatiques. 

Quels pourraient être le mode d'action des anticorps des sérums de rats immunisés par 

les AES dans la protection chez des rats "Nude"? Les anticorps spécifiques peuvent détruire 

rapidement les tachyzoïtes extracellulaires, en présence de complément, ce qui est à la base 

du "dye test" (Sabin et Feldman, 1948) ou encore opsoniser les parasites qui sont alors dét&its 

par les macrophages non immuns (Hauser et Remington, 1981). Il est intéressant de noter 

dans cet esprit que les sérums d'animaux immunisés par les AES présentent un titre élevé en 

"dye test", ce qui correspond à une forte cytotoxicité pour les toxoplasmes. D'autre part, il a 

été démontré dans notre laboratoire que l'infection par T. gondii ou que l'immunisation avec 

les AES induit chez les rats Fischer des anticorps IgE spécifiques qui protègent partiellement 

les rats "Nude" contre l'infection. Les plaquettes immunes portant ces IgE à leur surface sont 

cytotoxiques in vitro pour les parasites et impliquées in vivo dans la résistance du rat "Nude" 

contre l'infection (Ride1 et coll., 1988). 

Cependant, ces différents modes d'actions des anticorps ne semblent possibles que si 

les antigènes cibles se trouvent naturellement (antigènes membranaires) ou transitoirement 

exprimés B la surface des parasites. Ces conditions semblent être vérifiées par les tests 

d'immunofluorescence indirecte qui nous ont permis d'observer que les sérums d'animaux 

immunisés par les AES induisent une fluorescence membranaire des tachyzoites. 

Parallèlement, Duquesne et coll. (1990) ont démontré que des taux de protection 

élevés peuvent être obtenus chez les rats "Nude" par le transfert passif de seulement 10 3 

lymphocytes T spécifiques provenant de rats immunisés par les AES. Les rats "Nude" peuvent 

même ainsi acquérir une immunité protectrice durable contre la réinfection, suite au transfert 



4 de 5 x 10 lymphocytes T spécifiques, ce qui nécessite le transfert de 100 fois plus de 

cellules, dans le cas de lymphocytes T non spécifiques. 

Si l'ensemble de ces résultats met en évidence la grande immunogénicité des AES et 

leur r81e protecteur contre la toxoplasmose, ils démontrent clairement que plusieurs 

composantes, humorale et cellulaires, participent à cette protection induite par les AES. 

2. IDENTIFICATION ET CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES ANTIGENES DES 

STADES TACHYZOITE ET BRADYZOITE PRESENTANT DES EPITOPES COMMUNS 

Nous avons entrepris cette étude en considérant que l'immunité protectrice durable 

contre la réinfection observée dans la toxoplasmose doit être maintenue grilce à des 
* 

stimulations répétées du système immunitaire par des antigènes du stade persistant, le 

bradyzoïte, qui seraient présents également au stade tachyzoïte, forme invasive responsable de 

l'induction de l'immunité et cible des mécanismes effecteurs au cours de la réinfection. 

Par immunoprécipitation des antigènes des tachyzoïtes de la souche RH marqués par 

la 35~-méthionine avec des sérums d'animaux immunisés par un extrait total de bradyzoites 

de la souche 76K, nous avons mis en évidence que deux AES de 28,5 kDa (immunogène chez 

le rat) et 39 kDa (immunogène chez la souris) présentent des épitopes communs, non 

seulement aux deux stades infectieux, mais également à deux souches différentes du parasite. 

De plus, l'immunoprécipitation des antigènes membranaires des tachyzoïtes ou d'un extrait de 

bradyzoïtes marqués par 1251 par différents sérums immuns a démontré que l'antigène 

membranaire de 43 kDa des tachyzoïtes RH est aussi présent avec le même poids moléculaire 

chez les bradyzoites de la souche 76K. 

Bien que certains auteurs aient préféré rechercher les antigènes spécifiques de stade 

(Kasper et coll., 1984; Kasper, 1989; Omata et coll., 1989) ou de souche (Ware et Kasper, 

1987; Dardé et coll., 1988), des antigènes communs aux différents stades et souches de T. 

gondii ont été décrits dans la littérature. Ainsi, l'antigène de surface des tachyzoites de 43 

kDa, est également présent chez les sporozoïtes de la souche C (Kasper et coll., 1984). Des 

antigènes de rhoptries de 55 et 60 kDa sont communs aux trois stades infectieux, tachyzoïte, 



bradyzoïte et sporozoïte (Sadak et coll., 1988). Par une étude en immunocytochimie 

ultrastructurale, des sérums de souris immunisées par la protéine recombinante P24 ont 

permis de localiser chez les tachyzoïtes, l'antigène natif correspondant, et chez les 

bradyzoïtes, un antigène présentant des épitopes communs (Cesbron-Delauw et coll., 1989). 

Malgré les communautés antigéniques qui existent entre les tachyzoïtes et les 

bradyzoïtes, les parasites de ces deux stades présentent des différences de structure. L'une des 

différences les plus caractéristiques réside dans le taux d'antigènes glycosylés qui est 

beaucoup plus élevé chez le parasite enkysté. En effet, les bradyzoites présentent un grand 

nombre de grains d'amylopectine sensibles à la coloration par l'acide periodique-Schiff 

(Dubey et Frenkel, 1976) et différentes lectines se fixent à la paroi des kystes (Sethi et coll., 

1977). Par contre, la membrane des tachyzoïtes a longtemps été considérée comme dépourvue - 
de sites de fixation des lectines, à la suite d'études utilisant des lectines marquées à la 

fluorescéine (Sethi et coll., 1977). Cependant l'utilisation de lectines radiomarquées a permis 

de détecter une faible fixation de la Con A à la surface des tachyzoïtes (Mauras et coll., 

1980). Après séparation en SDS-PAGE de lysats de tachyzoïtes, il a été démontré que des 

antigènes de 29, 53, 123 (Johnson et coll., 1981) et 6 kDa (Sharma et coll., 1983) se lient à la 

Con A. 

Une meilleure connaissance de la nature biochimique des antigènes du toxoplasme et 

notamment de leur éventuelle glycosylation, devrait conduire à une meilleure compréhension 

de la réponse immune au cours de la toxoplasmose, en particulier dans le but du 

développement d'un vaccin. Nous avons donc étudié la capacité de fixation à la Con A, des 

AES marqués par la 3 5 ~ - ~ e t  et des antigènes membranaires des tachyzoïtes marqués par 

12%, par immunoprécipitation des antigènes élués à partir d'une colonne de Con A par des 

sérums immuns. 

Ainsi, les AES de 28,5, 37 et 67 kDa et l'antigène membranaire de 43 kDa se sont 

révélés être glycosylés. La glycosylation de l'antigène de 43 kDa est en corrélation avec les 

études de Sharma et coll. (1983) qui ont démontré la coloration d'un antigène de 43 kDa par 

l'acide periodique-Schiff. 



GP43 est de plus l'antigène membranaire le plus intensément reconnu par les sérums 

humains prélevés au cours de la phase chronique de la toxoplasmose qui ne présentent qu'un 

faible taux d'anticorps résiduels. GP43 ainsi que les AES P39 et GP28,S présentant des 

épitopes communs aux stades tachyzoïte et bradyzoïte pourraient jouer un r61e important 

d'une part dans l'induction de la réponse immune au premier stade de l'infection, mais aussi 

par la suite dans le maintien de l'immunité protectrice et seraient ainsi de bons candidats à 

une éventuelle immunoprophylaxie. 

3. UTILISATION DE SONDES ANTICORPS MONOCLONALES DANS LA MISE EN 

EVIDENCE DES MECANISMES DE SECRETION 

Ayant clairement démontré le r61e des AES dans l'induction d'une réponse humofale 

protectrice au cours de la toxoplasmose du rat "Nude", la suite de notre travail a consisté à 

produire des anticorps monoclonaux (AcMc) dirigés contre ces antigènes afin d'identifier leur 

localisation dans les tachyzoïtes et les bradyzoïtes, et de mettre en évidence les éventuels 

mécanismes de sécrétion ou d'excrétion. 

L'hybridation cellulaire qui a été effectuée à partir des cellules spléniques d'une souris 

immunisée par les AES a conduit à l'obtention d'un grand nombre de clones d'hybrides 

producteurs d'AcMc anti-T. gondii, identifiés par les techniques d'ELISA et d'IFI. Par la 

suite, les techniques d'immunoprécipitation et d'immunoélectrotransfert ont permis d'une 

part de sélectionner trois AcMc (TG17-113, TG17-43 et TG17-179) dirigés contre des AES 

de 21, 27 et 28,s kDa respectivement, mais aussi des AcMc dirigés contre des antigènes de 

surface des tachyzoïtes, P30 et P22, qui se trouvent présents en faible quantité dans les 

préparations d'AES. 

Suite à l'immunoprécipitation des produits de traduction des ARN messagers des 

tachyzoïtes par un sérum de lapin immunisé par les AES et par des sérums humains prélevés 

en phases aiguë et chronique de la toxoplasmose, un polypeptide majeur de 24 kDa a été 

reconnu par le sérum de lapin anti-AES et également par les sérums humains provenant de la 

phase chronique mais pas de la phase aiguë de l'infection; le gène codant pour cette protéine 



a été isolé, séquencé et exprimé chez E. coli et dans le virus de la vaccine. De plus, les 

sérums de souris immunisées par la protéine recombinante P24 ont permis de localiser 

l'antigène natif, par immunocytochimie ultrastructurale, à la fois dans les granules denses des 

tachyzoïtes et des bradyzoïtes, ainsi que dans la vacuole parasitophore après invasion de la 

cellule-hôte (Cesbron-Delauw et coll., 1989). Par la suite, l'identité de l'antigène recombinant 

P24 avec l'antigène soluble de 27 kDa a été établie par la reconnaissance des protéines 

recombinantes par 1'AcMc TG17-43 dirigé contre l'antigène de 27 kDa. Cet AcMc a été 

utilisé pour purifier l'antigène natif par immunoadsorption et l'établissement de la séquence 

partielle en aminoacides de cet antigène a alors permis de confirmer la séquence 

nucléotidique du gène codant pour P24. 

Comme il a été démontré par Sibley et coll. (1986), très vite après l'invasion de la - 
cellule-hôte, T. gondii élabore à l'intérieur de la vacuole parasitophore, un réseau 

membranaire riche en protéines. D'après ces auteurs, la stabilité de ce réseau membranaire au 

sein du phagosome modifié de T. gondii est calcium-dépendant et une molécule parasitaire 

soluble de 22 kDa isolée des préparations de vésicules membranaires de la vacuole 

parasitophore se lie au calcium. Plus récemment, Cesbron-Delauw et coll. (1989) ayant 

démontré que l'antigène recombinant P24 fixe le calcium, l'utilisation de SAcMc qui 

reconnaît P24 nous a parmis d'établir que l'antigène natif possède également cette propriété. 

Dans d'autres modèles que la toxoplasmose, des protéines liant le calcium ont été citées pour 

leur participation dans la régulation des événements intracellulaires tels que la contraction, la 

sécrétion et la glycogénolyse (Goodman et coll., 1979). 

Parmi les AcMc obtenus, TG17-179 réagit avec GP28,5, l'AES hautement 

immunogène dont nous avons démontré la reconnaissance par tous les sérums humains de 

phase chronique, la présence d'au moins un épitope commun aux deux stades bradyzoite et 

tachyzoïte et les propriétés de fixation à la Con A. Cependant, le déterminant antigénique 

reconnu par 1'AcMc de cette glycoprotéine n'ayant pas été dénaturé suite aux traitements par 

le périodate et par le TFMS, semble être de nature protéique, ce qui nous a permis de 

i'utiliser comme sonde pour le criblage de deux banques d'expression présentes dans notre 

laboratoire. Le criblage de la banque d'ADNc construite dans le vecteur A g t l l  a conduit à 



Sisolement des clones d'ADNc codant pour la partie carboxyterminale de l'antigène, ce qui 

confirme la nature protéique de l'épitope reconnu par SAcMc. Une région carboxyterminale 

de 15 aminoacides est en plus reconnue à la fois par SAcMc et par les sérums humains. Le 

séquençage de la copie complète des ADNc codant pour cet antigène est actuellement en 

cours dans notre laboratoire. 

Une étude par immunocytochimie ultrastructurale a permis de localiser les trois AES 

de 21, 27 et 28,5 kDa cibles des AcMc TG17-113, TG17-43 et TG17-179, respectivement, 

d'une part sur des coupes ultrafines de tachyzoïtes libres ou intracellulaires et d'autre part de 

localiser les épitopes correspondant sur des coupes de bradyzoïtes enkystés. 

Après incubation des sections ultrafines de tachyzoïtes avec les différents AcMc et 

révélation par un conjugué marqué par l'or colloïdal, les trois antigènes cibles, P21, P27 et 

GP28,5 sont détectés dans les granules denses des tachyzoïtes ainsi que dans le rés'eau 

membranaire de la vacuole parasitophore après invasion de la cellule-h6te. GP28,5 est de plus 

localisée au niveau de l'appareil de Golgi, ce qui est un argument supplémentaire en faveur 

de la glycosylation de cet antigène. Sur des coupes de kystes intracérébraux, les épitopes 

cibles des trois AcMc anti-AES (TG17-43, TG17-179 et TG17-113) sont observés dans les 

granules denses des bradyzoïtes; de plus, les immunomarquages associés aux AcMc TG1 7- 1 13 

et TG17-179 montrent que les antigènes 21 et 28,5 sont également associés à la paroi des 

kystes. La localisation particulière de ces antigènes au niveau du compartiment de la cellule- 

h6te qui contient des tachyzoïtes ou des bradyzoïtes, associée à leur présence dans les 

granules denses des parasites est en faveur de leur sécrétion à partir d'organites de réserve 

(les granules denses) vers le phagosome modifié ou le kyste. 

L'exocytose et le relargage actif des contenus des granules denses dans la vacuole 

parasitophore suite à l'invasion de la cellule-hôte a été déjà observé dans le modèle 

Sarcocystis muris (Entzeroth et coll., 1986). Chez le toxoplasme, Sibley et Krahenbuhl (1988) 

ont suggéré la sécrétion active d'un antigène de 32 kDa purifié à partir des préparations de 

vésicules membranaires de phagosome et qui était également présent dans les granules denses 

des tachyzoïtes. Nos résultats confirment ces observations préliminaires et démontrent 

clairement le mécanisme de sécrétion du toxoplasme à l'aide d'AcMc reconnaissant trois 



antigènes cibles différents qu'il convient dorénavant d'appeler antigènes sécrétés et non 

excrétés-sécrétés. Nos observations ont été récemment en partie retrouvées par Leriche et 

Dubremetz (1990) qui démontrent l'immunolocalisation d'un antigène de 27 kDa à la fois 

dans les granules denses du tachyzoïte et dans la vacuole parasitophore. 

L'incubation des sections ultrafines avec les AcMc TG17- 1 13 et TG17- 179 a permis 

de mettre en évidence la localisation membranaire de P21 et de GP28,5, chez une 

subpopulation de tachyzoïtes. Contrairement à l'antigène majeur P30 détecté à la surface 

externe du plasmalemme, les antigènes P21 et GP28,5 sont localisés à l'intérieur du complexe 

membranaire sous le plasmalemme, ce qui peut refléter une étape transitoire caractéristique 

de leur sécrétion. L'observation d'une image d'exocytose dans le complexe membranaire est 

en faveur de cette hypothèse. Cette localisation périphérique non externe des antigènes 21 et 
& 

28,5 kDa est de plus en accord avec les résultats obtenus par cytofluorométrie de flux qui 

révélent que 60% de parasites formolés réagissent avec les AcMc TG17-113 et TG17-179. 

Sibley et Sharma (1987) ont décrit deux antigènes de 28 et 58 kDa purifiés à partir des 

préparations de vésicules membranaires contenues dans les vacuoles parasitophores et cibles 

d'un AcMc unique (F3G3). Suite à l'immunomarquage enzymatique des tachyzoïtes 

préalablement traités au triton X-100, ces auteurs suggèrent la localisation périphérique non 

superficielle de ces antigènes, ce qui correspondrait à nos observations beaucoup plus précises 

obtenues in situ sur des parasites n'ayant pas subi de traitements par des détergents. GP28,5 

et l'antigène de 28 kDa décrit par ces auteurs pourraient être la même molécule, alors que les 

AcMc F3G3 et TG17-179 seraient dirigés contre des épitopes différents puisque TG17-179 

ne réagit pas avec le composé de 58 kDa. 

Suite à I'invasion de la cellule-hdte, l'inhibition de fusion de la vacuole parasitophore 

avec les lysosomes est accompagnée de modifications morphologiques du phagosome (Porchet- 

Henneré et Torpier, 1983) qui seraient induites par la sécrétion de certains composants de 

surface ou du cytoplasme du parasite (Sibley et coll., 1986; Sibley et Krahenbuhl, 1988). 

Ainsi, bien que la fonction exacte des antigènes P21, P27 et GP28,5 que nous avons décrits, 

de même que celle de l'antigène de 32 kDa décrit par Sibley et Krahenbuhl (1988) reste à 

élucider, leur localisation spécifique dans les granules denses et dans le phagosome modifié 



suggère leur rble significatif dans la création d'un espace privilégié au sein de la cellule-h6te 

qui permetterait d'assurer la survie et la multiplication du parasite. Parmi ces molécules 

sécrétées par le parasite, la protéine P27 liant le calcium est présente simultanément avec P21 

et GP28,5 dans la matrice des granules denses. Bien que le r61e régulateur calcium-dépendant 

du trafic trans-membranaire durant l'exocytose reste à définir, le r61e de cette protéine liant 

le calcium dans l'empaquetage des molécules sécrétées dans les granules denses peut être 

envisagé. 

P21, P27 et GP28,S possèdent toutes trois des épitopes qui sont présents dans les 

granules denses des bradyzoïtes; de plus, des épitopes de P21 et GP28,5 étant détectés dans la 

paroi des kystes. Les molécules correspondantes semblent être activement sécrétées, et ceci 

malgré le métabolisme ralenti des parasites enkystés. Un tel mécanisme de sécrétion des - 
bradyzoïtes n'avait à notre connaissance jamais été décrit. 

Les trois antigènes de tachyzoïtes P21, P27 et GP28,S présentant des épitopes 

communs avec des antigènes du stade bradyzoïte et de plus à deux souches différentes du 

parasite pourraient être des candidats potentiels à l'immunoprophylaxie de la toxoplasmose. 

L'antigène du bradyzoïte présentant un épitope commun avec P21, étant préférentiellement 

associé aux invaginations de la membrane des kystes et occasionnellement observé à 

l'extérieur des kystes dans les tissus de l'hdte, pourrait jouer un r61e particulier dans les 

relations hbte-parasite et dans le maintien de l'immunité protectrice par des stimulations 

continues du système immunitaire de l'h6te. A la suite de ces observations qui suggèrent le 

r61e privilégié de P21 dans l'immunité, le clonage moléculaire de cet antigène a été entrepris 

dans notre laboratoire. 

Afin de vérifier la participation des anticorps dirigés contre P21, P27 et GP28,5 dans 

la réponse humorale vis-à-vis de T. gondii, les AcMc correspondants ainsi que des AcMc 

dirigés contre les antigènes de surface des tachyzoites P30 et P22 ont été transférés chez les 

rats "Nude" avant leur infestation par la souche RH de T. gondii. Seuls les transferts d'AcMc 

anti-P22 et anti-P30 ont induit une augmentation significative de la survie des rats "Nude". Il 

faut signaler que les AcMc dirigés contre les trois antigènes sécrétés P21, P27 et GP28,5 

n'induisent pas la lyse des tachyzoïtes au cours du "dye test", alors que les 2 AcMc anti-P30 



et anti-P22 présentent un pouvoir lytique élevé par cette technique de cytotoxicité 

complément-dépendante. Considérant que seuls les antigènes présents à la surface des 

parasites sont impliqués dans un tel mécanisme de lyse (Handman et Remington, 1980), il 

semble logique que P27 qui est cytoplasmique de même que les antigènes P21 et GP28,5 qui 

ont été localisés à l'intérieur du complexe membranaire et non à la surface du parasite ne 

soient pas directement accessibles aux anticorps. Les résultats obtenus par les transferts 

d'AcMc chez le rat "Nude" ainsi que les résultats du "dye test" semblent indiquer que la 

réponse humorale protectrice observée doit être dirigée efficace vis-à-vis des antigènes 

présents à la surface du parasite. Les titres élevés en "dye test" et en IF1 des sérums de rats 

immunisés par les AES (sérums protecteurs chez les rats "Nude") suggèrent fortement que 

d'autres AES, que nous n'avons pas encore identifier, pourraient se présenter à la surface du 
- 

toxoplasme. 

Dans notre laboratoire, la réponse cellulaire T vis-à-vis des différents peptides 

synthétisés à partir de la séquence nucléotidique de P24 correspondant à l'antigène de 

sécrétion P27 a été étudiée chez des rats Fischer infectés par la souche RH ou immunisés par 

les AES ou par une construction P24-virus de la vaccine. Parmi ces peptides, le peptide 170- 

193 est capable d'éliciter des lymphocytes T pouvant induire par transfert passif, une 

protection des rats "Nude" contre l'infection par T. gondii (Duquesne et coll., en préparation). 

En suivant la même démarche, le r81e protecteur des lymphocytes T spécifiques des 

différents antigènes sécrétés P21, P27 et GP28,5 exprimés sous forme de molécules 

recombinantes ou de peptides dérivés de leur séquence nucléotidique sera étudié. En 

parallèle, nous utiliserons un modèle faisant intervenir à la fois les composantes humorales et 

cellulaires du système immunitaire. Des résultats préliminaires de notre laboratoire ont permis 

d'observer un taux élevé de protection vis-à-vis de l'infection par la souche 76K, par 

immunisation directe de souris par les AES. Le r61e protecteur des différents antigènes 

purifiés et des molécules recombinantes P24, GP28,5 puis P21, devra de meme être recherché 

dans ce modèle d'immunisation. 
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4. APPLICATION DIAGNOSTIQUE: IDENTIFICATION ET RECHERCHE D'ANTIGENES 

CIRCULANTS 

Afin d'identifier les antigènes toxoplasmiques circulants, nous avons choisi le modèle 

d'infection de la souris par la souche virulente RH de T. gondii. En effet, chez ces souris, les 

antigènes circulants sont détectés très t6t après l'infestation, avant l'apparition des anticorps 

spécifiques et des immuncomplexes circulants (Raizman et Neva, 1975; Van Knapen et coll., 

1985). De plus, il a été démontré par la technique de double diffusion (Ouchterlony) que les 

antigènes circulants contenus dans les sérums de souris infectées par la souche RH sont en 

partie identiques aux exo-antigènes recueillis en culture in vitro (Van Knapen, 1982). ~ a r ' l a  

suite, différents antigènes de P.M. 400, 220, 130 et 45 kDa ont été mis en évidence dans les - 
sérums d'infection aiguë de lapin (Ise et coll., 1985). L'enzyme nucleoside triphosphate 

hydrolase des tachyzoïtes a été également détectée chez la souris dans les sérums d'infection 

aiguë par deux souches, virulente et non virulente (Asai et coll., 1987). 

Dans le présent travail et en utilisant différents AcMc, nous avons démontré que P27 

est un antigène circulant. Nous avons ensuite déterminé la cinétique de l'apparition de P27 

dans les sérums de souris au cours de l'infection aiguë, par la mise au point d'un test original 

de compétition entre l'antigène P27 circulant et le peptide 170-193 qui renferme au moins 

une partie essentielle de l'épitope de P27 reconnu par 1'AcMc TG17-43. L'affinité de cet 

AcMc pour le peptide 170-193 est moyennement élevée (K = 2,16 x lo7 M - ~ ) ,  en 

comparaison avec les constantes d'affinités des anticorps de sérums de lapins immunisés par 

des nucléosides conjugués à des protéines, vis-à-vis des nucléosides correspondants (K 

5 variables, se situant entre 2,7 x 10 et 1,8 x 10l0 M-l), obtenues par Müller (1980). Cette 

faible affinité de notre AcMc pour le peptide 170-193 favorise l'inhibition de la fixation du 

peptide sur 1'AcMc par les quantités relativement faibles de l'antigène P27 circulant présentes 

dans les sérums. 

Dans les limites de la sensibilité de ce test, l'antigène circulant P27 est détecté dès le 

2ème jour de l'infection et son taux augmente jusqu'à la mort des souris après 4 à 5 jours. 

D'autres auteurs ont détecté, par des techniques d'immunodiffusion, des antigènes circulants 



chez les souris infectées par la souche RH à partir du 2ème jour (Raizman et coll., 1975) ou 

du 4ème jour (Hafid et coll., 1989) après infection. Par un test ELISA, Van Knapen et coll. 

(1985) ont détecté des antigènes circulants, dès le premier jour, mais leurs conditions 

d'infection semblaient être plus virulentes puisqu'au 4ème jour toutes les souris étaient 

mortes. Dans l'avenir, nous espérons augmenter la sensibilité de notre test, par la 

biotinylation du peptide et la mise au point d'un système de révélation enzymatique à l'aide 

de streptavidine conjuguée à une enzyme. 

Cette technique présenterait tout son intérêt dans le diagnostic précoce des cas de 

réactivations de toxoplasmose chez les sujets immunodéprimés. Actuellement, le diagnostic 

sérologique de l'encéphalite toxoplasmique est en effet difficile car la démonstration par les 

techniques classiques d'IgG spécifiques ne permet pas de distinguer entre l'infection latente - 
quiescente et une infection active et qu'il ne semble pas exister de corrélation entre le titre 

en anticorps IgG et la pathologie. De plus, la présence d'anticorps IgM, révélatrice de 

toxoplasmose aiguë chez les sujets immunocompétents, n'est que rarement observée chez les 

patients atteints du SIDA (Luft et coll., 1984; Holliman, 1988) et ne peut donc constituer un 

élément de diagnostic chez ces malades. Par contre, les antigènes circulants sont détectés chez 

certains patients sous traitements immunosuppresseurs durant la réactivation de leur 

toxoplasmose chronique (Candolfi et coll., 1987). De même, Suzuki et Kobayashi (1987) ont 

démontré la présence de taux important d'antigènes circulants, chez les souris "Nude" 

immunodéficientes au cours de l'infection aiguë par une souche avirulente de T. gondii qui 

par ailleurs n'induit que très peu d'antigènes circulants chez les souris normales 

immunocompétentes. Enfin, des antigènes circulants de 27 et 57 kDa ont été identifiés par 

immunoélectrotransfert des sérums, de manière comparable à notre travail, dans les sérums de 

patients immunodéprimés atteints du SIDA et ayant contracté la toxoplasmose (Hassl et coll., 

1988). Par conséquent, chez les patients immunodéprimés, l'utilisation de notre technique 

pour la recherche de l'antigène circulant P27, dans le sérum ou dans les autres liquides 

biologiques tels que les liquides céphalo-rachidienset broncho-alvéolaire~,pourrait présenter 

un intérêt indéniable pour un dépistage rapide des réactivations de toxoplasmoses et la mise 

en oeuvre de traitements adaptés. 
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