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INTRODUCTION 



Au sein des protozoaires il existe un groupe d'organismes rassemblés dans 

le sous-embraixhement des  sporozoaires qui sont tous des parasites obligatoires 

e t  souvent intracellulaires. Ces parasites sont responsables de diverses 

affections humaines ou animales. Ainsi les Plasmodium e t  les Toxoplasma sont les 

agents du paludisme e t  de la toxoplasmose tandis que les Eimeria e t  les 

Sar-cocystis sont responsables des coccidioses e t  des sarcosporidioses. A cause 

des retombées importantes pour la médecine humaine e t  vétérinaire, ces parasites 

sont l'objet de recherches actives visant à caractériser e t  isoler les antigènes 

intéressants pour le développement de nouvelles méthodes de diagnostic ainsi 

que pour la mise au point de vaccins. Mais cet intérêt pour les Sporozoaires 

concerne également les connaissances fondamentales sur  le parasitisme car les 

mécanismes exzcts de l'invasion des cellules cibles par ces parasites ainsi q.ue 

les fonctions biologiques de ieurs antigènes majeurs ne sont pas connus. 

La toxoplasmose e s t  une affection généralement asymptômatique chez les 

adultes mais elle est mortelle ou gravement débilitante chez les foetus ou les 

individus immunodéprimés tels que les patients atteints du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA). La surface du stade infectieux (tachyzoïte) 

es t  une cible des défenses de l'hôte contre le parasite. Les antigènes de surface 

des tachyzoïtes présentent donc un intérêt important dans la lutte contre la 

toxoplasmose mais aussi dans la biologie du parasite. Pour ces raisons, plusieurs 

groupes de recherche ont  entrepris la caractérisation des antigènes majeurs de 

surface (AMS ) du tachyzoïte. 

Notre travail a consisté en l'étude biochimique de ces antigènes depuis leur 

biosynthèse jusqu'à leur maturation e t  a en particulier permis de caractériser 

leur mode d'ancrage dans la pellicule parasitaire. 



1- GENERALITES 

1-1. HISTORIQUE 

Le toxoplasme a été découvert chez u n  rongeur sauvage (Ctenodactylus 

gondi) en 1908 par Nicolle et  Manceaux. Sa forme en "croissantt' amena ces 

auteurs  & le dénommer Toxoplasma gondii (du grec "toxont'=arc), C'est seulement 

ve r s  1965 que Hutchison découvrit que les formes infectieuses de Toxoplasma 

étaient transmises par le chat e t  son cycle biologique complet a été décrit par 

Work e t  Hutchison (1969), Hutchison e t  al. (1970) e t  Frenkel et  al. (1970). 

1-2. CYCLE BIOLOGIQUE 

Le cycle évolutif (schéma 1) du toxoplasme peut être subdivisé en 

deux parties: 

- un cycle direct se déroulant chez un félidé, en particulier le 

chat qui es t  l'hôte définitif. 

- un cycle indirect chez divers vertébrés homéothermes 

représentant les hôtes intermédiaires, 

Le cycle direct se  déroule dans la muqueuse intestinale où une forme infectieuse 

(bradyzoïte ou sporozoïte) pénètre dans une cellule épithéliale de l'iléon puis 

subit  plusieurs schizogonies produisant des mérozoïtes (multiplication asexuée). 

Ces mérozoïtes vont ensuite engendrer au cours de la gamétogenèse des 

microgamètes e t  des macrogam~tes lesquels produiront un oocyste après 

fécondation (multiplication sexuée). Les oocystes sont excrétés dans le milieu 

extérieur e t  leur maturation produit deux sporocystes renfermant chacun 

4 sporozoïtes. Cet oocyste sporulé t rès  résistant aux agents physiques e t  

chimiques peut être ingéré par le chat e t  dans ce cas les phases précédemment 
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décrites se reproduiront, ou par un  vertébré supérieur e t  le cycle indirect se  

développera. Chez l'hôte intermédiaire, les formes infectieuses (oocyste ou kyste 

tissulaire) issues d'un félidé ou d'autres hôtes intermédiaires sont ingérées e t  

les parasites vont se multiplier par  endogénèse dans les cellules des lignées 

réticulo-histocytaires e t  du tissu nerveux, Chez certains hôtes (tels que la 

souris) ou avec certaines souches particulièrement virulentes, la phase 

proliférative initiale (les tachyzoïtes) es t  rapidement mortelle: c'est la forme 

septicémiqiie, Chez d'autres hôtes, au contraire, cette phase septicémique es t  

transitoire, les formes végétatives vont disparaître e t  donner naissance à des 

kystes renfermant jusqu'à 1000 bradyzoïtes. Au laboratoire, la multiplication des 

iachyzoïtes peut être maintenue indéfiniment in vitro par infestation de tapis 

cellulaires avec des tâchyzoïtes prélevés chez la souris. 

Xotre tra;-ail concerne uniquement la forme de dissémination du parasite qui 

e s t  le tachyzoïte e t  en  particulier l'organisation moléculaire des protéines 

majeures présentes à s a  surface, 

II- ORGANISATION MORPHOLOGIQUE DES ZOITES 

Les études antérieures concernant les trois formes infectieuses du 

toxoplasme (tachyzoïte, bradyzoïte, sporozoïte) ont montré qu'elles ont la même 

organisation morphologique que les autres zoïtes des sporozoaires (Porchet- 

Hennere e t  Vivier, 1971). En effet, ces zoïtes sont des cellules hautement 

différenciées contenant à la fois des organites classiques (noyau, mitochondries, 

golgi, réticulum endoplasmique), e t  des organites t r è s  spécifiques (rhoptries, 

micronènes, conoïde, microtubules sous-pelliculaires) ainsi qu'une pellicule 

trimembranaire originale (schéma 2). Des études de cytologie ultrastructurale 

(Vivier e t  Petitprez, 1969) e t  de cryofracture (Poïchet e t  Torpier, 1977; 

Dubremetz e t  Torpier, 1978) ont montré que cette pellicule est  constituée d'un 



1 3  

plasmalemme continu doublé sur  s a  face interne par u n  complexe membranaire 

discontinu issu de la juxtaposition de vésicules aplaties comme le montre le 

schéma de reconstitution (schéma 7). r)e plus les observations en cryofracture 

du complexe membranaire interne ont montré un agencement spécial des 

particules intramembranaires. Ce complexe membranaire interne est  interrompu 

au niveau de l'extrémité antérieure (ou apex) du zoïte où se trouve le conoïde 

délimité par les anneaux apicaux antérieurs e t  postérieurs. Un système de 

microtubules s'insère s u r  un anneau dense juxtaposé à l'interruption antérieure 

du complexe membranaire interne (schéma 4).  Ces microtubules sont disposés à 

intervalles réguliers contre la face interne de la pellicule e t  ils s'étendent 

d'avant en arrière sur  les deux tiers de la longueur du zoïte (schéma 5). 

III- INVASION DES CELLULES HOTES 

Tous les stades de multiplication du toxoplasnie (tac'riyzoïte, bradyzoïte e t  

sporozoïte) se développent obligatoirement à l 'intérieur d'une cellule hôte 

capable d'assurer leur croissance. L'invasion de la cellule par les sporozoaires 

e s t  classiquement subdivisée en 3 étapes successives: 

- Reconnaissance e t  attachement du parasite à la cellule hôte 

- Formation de la jonction mobile e t  pénétration 

- Installation dans la cellule hôte 

111-1. Reconnaissance e t  attachement 

L'initiation de l'invasion est  réalisée par un contact entre la cellule hôte 

e t  le parasite. Le mécanisme régissant l'établissement du contact initial varie 

d'une espèce à l'autre. 
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- Chez les  coccidies, les zoïtes sont  capables d ' infester  presque 

tous  les types  de cellules in vitz-O e t  ne semblent pas exiger une spécificité 

étroite de reconnaissance. C'est le cas  de Tosoplasma gondii, Eimeria, Se.rcocystis 

e t  Besnoitia. 

- Chez d ' au t res  sporozoaires (los Hémosporidies e i  ies 

Piroplasmes) 13. spécificité d'interaction e s t  extrêmement étroite. L ' esem~le  le 

mieux étudié e s t  le Pl~smodiurn fslcipsrum qui n'envahit que les globules rouges 

humains, de chimpanzé e t  de quelques primates. Dans ce cas, il esiste une 

interaction spécifique en t re  les récepteurs  e t  les ligands superficiels des  

plasmalemmes du parasi te e t  de l'hématie. 

A- Les ligands érythrocyta i res  

Certaines des protéines de  siirface des hématies sont  impliciiiées dans  

l'invasion par les Plasmodium; il semble que les ligands diffèrent  en t r e  les 

espèces. Ainsi l 'antigène Duffy semble jouer un rôle pour  P, linohilesi (Siiller e t  

al., 1975) alors que pour  Plasmcdium falcipai-rtm, l 'attention des  chercheul-s a été 

sur tou t  re tenue par les glycophorines (Pasvol e t  al., 1982; Perkins 1981, Deas e t  

Lee, 1981; Ridgs~ell e t  ai,, 1983; Jungery  e t  al., 1983; Schulman e t  al., 1984). Par  

ailleurs, la bancic 3 e s t  probablement impliquée à la fois pour P. knorvlesi e t  P. 

falciparnm (rev:te pa r  Mitchell e t  Bannister, 1988). 

' 
a B- Les récep teurs  parasi taires 

L'identification d'antigènes parasite-ires capables de s e  fixer aux Kgands 

Èrythrocytaires a été réalisée par Perkins (1984), Camus e t  Hadley (1985)' Miller 



e t  al., (1988). Les mérozoïtes du Plasmodium pourraient donc utiliser ces 

antigènes de surface pour s'attacher aux globules rouges en  n'importe quelle 

position; puis une ~So~ien ta t ion  met en contact la partie apicale du parasite e t  

la membrane de l'hématie (Dvorak et  al,, 1975; Aïkawa et  al., 1978). 

Contrairement aux Plasmodium, l'attachement du toxoplasme aux cellules 

hôtes ne montre pas une reconnaissance à spécificité stricte à cause de la 

variété des types cellulaires qu'il es t  capable d'infecter expérimentalement. Mais 

nous ne pouvons exclure une reconnaissance par les protéines superficielles du 

toxoplasme de s t ructures  oligosaccharidiques ou lectiniques ubiquistes de la 

surface des cellules hôtes. De plus Fuhrman e t  al., (1989) viennent de montrer 

que la laminine augmente l'attachement des toxoplasmes aux cellules et  

l'infectivité. Cette molécule se lierait spécifiquement à des protéines de surface 

de 60 e t  67 kDa des tachyzoïtes e t  ce processus pourrait ê t re  assimilé à une 

reconnaissance par récepteur. Quel que soit le type de reconnaissance 

responsable du contact initial, la poursuite de l'interaction avec la cellule hôte, 

caractérisée par l'invasion proprement dite est  comparable chez tous les 

sporozoaires. 

111-2. Invasion 

L'invasion commence par le contact entre l'apex du parasite e t  le 

plasmalemme de la cellule hôte. Il s'établit alors une petite dépression dans le 

plasmalemme de la cellule hôte e t  un épaississement au point de contact entre 

l'apex du parasite e t  la cellule. Ceci a été décrit la première fois chez Plasmodirrm 

knowlesi par Aikawa e t  al., (1978). Cette jonction a été également décrite chez 

Toxoplasma (Michel e t  al., 1979; Dubremetz, 1981; Porchet-Hennere e t  Torpier, 

1983)' chez Babesia (Rudzinska et  al,, 1976)' Sarcocystis (Dubremetz, 1981; 

Entzeroth, 1985). Cette jonction est  au début une calotte sphérique puis un 
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anneau qui coulisse le long du parasite e t  l'englobe progressivement lors de la 

pénétration. Sa progression antéro-postérieure conduit à l'isolement du parasite 

dans une vacuole parasitophore e t  la cryofracture a permis de rr,-ntrer que la 

membrane de cette vacuole e s t  t rès  différente du plasmalemme de la cellule hôte 

(Aikawa, 1978). L'origine morphologique e t  moléculaire de la vacuole 

parasitophore n'est pas encore connue. La membrane de la cellule hôte e t  les 

produits d'exocytose provenant des organites du complexe apical sont 

probablement impliqués dans l'invasion e t  dans l'établissement de cette vacuole. 

Ces organites apicaux qui sont les rhoptries e t  les micronènes, pourraient 

ajouter des composants membranaires, libérer des protéases ou phospholipides 

qui modifieraient la membrane de la cellule cible. 

111-3. Installation dans la cellule hôte 

La fin de l'invasion es t  déterminée par un  pincement e t  la fermeture de la 

vacuole qui en se séparant du plasmalemme de la cellule hôte, isole le parasite 

dans la vacuole parasitophore. Après cette invasion, les granules denses du 

parasite viennent s'attacher 2i la pellicule dans la région antérieure e t  déversent 

leur contenu dans la vacuole parasitophore par  exocytose (Entzeroth, 1984; 1985; 

Entzeroth et al., 1986; Cesbron et al., 1989; Leriche, 1989; Torii et al., 1989). 

Sibley et al., (1988) décrivent l'exocytose des granules denses et  des antigènes 

majeurs de surface vers  Lin réseau tubulovésiculaire localisé dans la vacuole. Ces 

mêmes auteurs suggèrent que ces formations sont impliquées dans le mécanisme 

de défense di1 parasite envers son hôte ou dans l'augmentation de la surface 

d'échanges avec le milieu environnant, 



IV- LA MOTILITE 

Pendant le temps bref que les sporozoaires passeni, c.9 milieu extracellulaire, 

des observations au microscope révèlent qu'ils sont doués de mouvements. 

L'interaction des zoïtes avec des cellules ou divers substrats a permis 

d'observer le caractère superficiel de la motilité des parasites e t  de décrire deux 

types de mouvements: le glissement su r  le substrat  d'une part  e t  la flexion 

d'autre part. Les mouvements de glissement des zoïtes se terminent parfois en 

position redressée sur  leur extrémité postérieure qui reste en contact avec le 

support. Dans ce cas ils peuvent pivoter s u r  eux-même e t  réaliser des rotations 

complètes. 

Russel e t  Sinden (1981) ont décrit la motilité par glissemerit comme une 

translocation d'avant en arrière c'est à dire qu'il existe une polarité. Cette 

polarité antéro-postérieure e s t  mise en évidence par plusieurs types 

d'interactions : 

IV-1. Interaction des zoïtes avec les hématies 

Les sporozoïtes dYEinleria nieschulzi incubés avec des hématies sont 

capables de déplacer ces dernières le long de leur corps vers l'extrémité 

postérieure. Le contact entre le zoïte e t  le globule rouge pouvant s'établir soit 

par la partie antérieure, soit par un point quelconque de la pellicule (Dubremetz, 

1981). Ce phénomène a une vitesse comparable à celle du mouvement par 

glissement. Cette vitesse est  généralement comprise entre 1 e t  10 pm/s. Par 

exemples, les sporozoïtes d' Eimeria, de Plasmodium, e t  les trop hozoïtes de 

Gregarina se déplacent à des vitesses respectives de 4-8 pm/s (Russel e t  Sinden, 

1981), de 1-2 pm/s (Vanderberg, 1974) e t  de 1-10 pm/s (King, 1988). 



IV-2. Interaction des zoïtes avec des ligands 

L'incubation des parasites zTrec de la ferritine cationisée (Dubremetz e t  

Ferreira, 1978)' des billes de latex ou des anticorps spécifiques conduit dans un  

premier temps à un marquage uniforme du plasmalemme. Ce marquage peut subir 

une redistribution (formation d'une "cape") s u r  l'extrémité postérieure du zoïte. 

Ce phénomène connu sous le nom de "cappingtt peut ê tre  assimilé à la motilité par 

glissement, caractéristique de ces organismes. L'utilisation de sérums 

multivalents a permis d'observer le "cappingtt chez Toxoplasma gondii (Dzbenski 

e t  Zielinska, 1976; Dzbenski e t  al., 1976) e t  chez les sporozoïtes de Plasmodirzn2 

(Cochrane e t  aL,  1976). Ces premières expériences montraient que les sérums 

polyclonaux spécifiques e t  le deuxième conjugué spécifique des anticorps du 

sérum étaient nécessaires poirr observer le "cappingtt mais récemment ce 

phénomène a été induit à l'aide d'un anticorps monoclonal spécifique d'un 

antigène de surface des sporozoïtes d'Eimeria nieschulzi (Tomavo e t  al., 1989), 

IV-3. Les facteurs influençant la motilité 

IV-3.1. Effet de la température 

L a  motilité des zoïtes est  sous la dépendance de la température. En effet,, 

elle se  déroule normalement à 37°C et est  fortement ralentie ou inexistante à 

20°C ou 4°C. Le réchauffement des zoïtes incubés à 4°C fait redémarrer le 

mouvement des parasites viables. 



IV-3.2. Effet de la cytochalasine 

La motilité antéro-post6rieure, le capping, e t  l'invasion sont inhibés par 

les phénothiazines et les cytochalasines B (Schwartzman e t  Pfefferkorn, 1983) e t  

D (Ryning e t  Remington, 1978)' drogues qui provoquent une perturbation dans 

le réseau microfilamenteux suggérant ainsi l'implication probable de l'actine dans 

les mouvements des zoïtes. Par ailleurs l'actine (Endo et al., 1988; Yasuda et al., 

1988) mais aussi la myosine (Schwartzman e t  Pfefferkorn, 1983) ont été localisées 

chez le toxoplasme. Ces auteurs proposent alors une interaction actine-myosine 

comme le moteur de la motilité. 

IV-3.3. Relation existant entre la motilité, le capping e t  l'invasion: 

rôle de la pellicule parasitaire 

Tous les inhibiteurs de la motilité (basse température, cytochalasine) 

entravent l'invasion (Sinden, 1985) mais également le "capping". Il semble donc 

que la motilité, le "capping" et  l'invasion pourraient ê t re  dirigé par un système 

commun. Plusieurs hypothèses ont alors été évoquées pour expliquer les 

mécanismes dirigeant ces trois éléments importants de la physiologie du parasite: 

1. L a  démonstration par Sheetz e t  Spudich (1983) que la myosine 

recouverte ("coatée") par des billes de latex peut induire une translocation 

unidirectionnelle des filaments d'actine constitue un modèle possible d'explication 

de la motilité pa r  glissement. L'énergie indispensable pour l'interaction actine- 

myosine est  fournie par 1'ATP. La critique portée à l'égard de ce modèle es t  

basée su r  la résistance de la membrane plasmique au mécanisme fonctionnant par 

un glissement antéro-postérieur des ligands lors du "capping". Mais la bicouche 
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lipidique des membranes avec s a  nature fluide pourrait supporter le 

fonctionnement de ce mécanisme, 

2. Russel e t  Sinden (1981) ont aussi proposé un système conti'actile 

basé s u r  les microfilaments du cytosquelette sous-pelliculaire. Chez tous les 

stades mobiles des sporozoaires le cytosquelette sous-pelliculaire montre un 

alignement des microtubules selon l'axe antéro-postérieur (décrit dans le 

chapitre II). L'orientation antéro-postérieure du mouvement des zoïtes coïncide 

avec celle des microtubules sous-pelliculaires e t  des alignements de particules 

du complexe membranaire interne. Ces éléments structuraux pourraient servir 

de guide ou d'axe de référence au mécanisme e t  à l'orientation du mouvement 

des zoïtes. 

3. L'homologie niécanique e s t  évidente entre la motilité par glissement 

e t  la pénétration dans la cellule hôte. De plus, Aikawa et al. (1981) ont montré 

que les inhibiteurs de la motilité oii du "capping" étaient capables d'inhiber 

l'invasion même s i  l'initiation de la jonction mobile est  réalisée e t  que des 

vésicules apparaissent dans le cytoplasme de la cellule hôte. King (1988) propose 

que le contact initial s'établissant entre les molécules de surface du parasite e t  

de la cellule hôte provoquerait un flux local qui pourrait ê t re  responsable du 

déclenchement de la dynamique du glissement ou du "capping" e t  donc de 

l'invasion. Mais la différence entre le mouvement par glissement et  l'invasion est  

que le premier se  fait par la jonction du zoïte à un substrat  donc un seul site 

de contact suffit alors que le second nécessite l'existence de plusieurs sites ou 

d'un anneau permettant aux parasites de coulisser dans la cellule hôte. 

Notons que les mécanismes réels de la motilité, du "capping" et  de l'invasion 

restent à élucider mais quel que soit le système impliqué il apparaît d'une part 
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que la pellicule avec ses  composants moléculaires e t  d'autre par t  que le 

cytosquelette sous-pelliculaire sont les supports structuraux e t  fonctionnels 

importants dans la biologie du par.zsite. 

V- CARACTERISATION DES MOLECULES DE SURFACE 

Handman et al., (1980) ont été les premiers à identifier les protéines 

majeures des tachyzoïtes de Toxoplasma gondii accessibles à l'iodination 

enzymatique par immunoprécipitation à l'aide d'anticorps monoclonaux e t  de 

sérums immuns. Leurs travaux ont  conclu à l'existence de 4 antigènes majeurs 

de surface de masse moléculaire apparente 43, 35, 27 e t  14 kDa, Avec la même 

méthodologie, Kasper et al., (1982, 1983) ont obtenu des anticorps monoclonaux 

spécifiques d'antigènes majeurs de 22 e t  30 kDa. La comparaison des différents 

travaux sur  les antigènes de surface ne permettait pas une corrélation précise 

entre  les antigènes superficiels décrits. L'obtention d'anticorps monoclonaux 

spécifiques de tous les antigènes majeurs de surface a permis à Couvi.eiir et al., 

(1988) de réaliser une étude comparative de leurs migrations électrophorétiques 

en  SDS-PAGE e t  de préciser que les 4 antigènes majeurs ont respectivement pour 

poids moléculaires apparents 41, 35, 32, e t  21 kDa lorsque l'électrophorèse e s t  

réalisée en conditions réductrices. En conditions non réductrices ces protéines 

de surface ont respectivement pour poids moléculaires 38, 31, 31, e t  21  kDa. Un 

cinquième antigène de surface faiblement iodable de poids moléculaire 23 kDa a 

été également identifié. Les 4 antigènes majeurs sont désignés par P43, P35, P30, 

P22. Cette nomenclature fondée s u r  les masses moléculaires mesurées lors des 

premières descriptions es t  la plus généralement admise. 

Les deux protéines P30 & P22 ont été l'objet de nombreux travaux visant 

à la mise au point de réactifs de diagnostic ou à des applications vaccinales. Ces 

travaux ont également apporté des informations sur  la biologie du parasite. La 
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protéine P30 a été purifiée par affinité (Kasper e t  al., 1983) e t  elle a été utilisée 

dans des essais de protection chez des souris (Kasper et al., 1985). La même 

équipe a obtenu des zutants  viables dépourvus de la P22 ou de l'épitope P30 

reconnu par  un anticorps monoclonal anti P30 en utilisant des techniques de 

mutagenèse chimique (Kasper et  al. 1982, Kasper, 1987). Les travaux de Johnson 

et  al., (1983) ont montré que l'injection intrapéritonéale d'un anticorps 

monoclonal réputé spécifique de l'antigène de surface P35 à des souris, entraîne 

une protection significative contre la toxoplasmose induite par T,  gondii virulent, 

mais compte tenu des résultats de Couvreur et  al. (1988) démontrant que les 

protéines P35 & P30 présentent une migration électrophorétique identique en 

conditions non réductrices, il e s t  difficile de savoir avec quelle molécule ces 

auteurs ont  travaillé. Cesbion e t  al. (1985) ainsi que Santoro e t  al. (1985) ont 

montré que les sérums des patients souffrant de toxoplasmose évolutive e t  

chronique contiennent respectivement des anticorps IgM e t  IgG capables de se 

fixer sur  la protéine P30 purifiée par  affinité. Dubremetz e t  al. (1985) ont analysé 

l'interaction de l'anticorps monoclonal anti-P30 avec la surface des tachyzoïtes 

lors de l'invasion tandis que Sibley e t  al. (1986, 1988) ont montré que la P30 ainsi 

que les au t res  antigènes de surface sont retrouvés dans le réseau 

tubulovésiculaire qui forme l'interface entre  la cellule hôte e t  le parasite 

intravacuolaire. La formation de ce réseau intravacuolaire implique la 

redistribution des antigènes à la surface du parasite. Récemment Rurg e t  al. 

(1988) ont séquencé le gène de la protéine de surface P30. 

Jusqu'à présent les études biochimiques mentionnées ont conduit à 

l'identification des antigènes majeurs de surface, Il n'existe actuellement aucune 

information précise dans la littérature s u r  la synthèse protéique de ces 

antigènes e t  les modifications post-traductionnelles éventuelles conduisant à 

leur maturation. Des résultats t r è s  sommaires e t  contradictoires indiquent que 

ces antigènes pourraient porter des motifs glycanniques s u r  la copule protéique 
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(Handman e t  al,, 1980; Johnson et al., 1981; Mauras et al., 1980). D'autre part, 

hormis les travaux de Kasper et al., (1983) qui concluaient que la protéine P30 

es t  une protkine membranaire intégrale parce qu'elle a un  comportenie;;+ 

électrophorétique particulier (charge-shift electrophoresis) dû à la présence 

d'une région hydrophobe, la caractérisation biochimique des interactions 

moléculaires de ces protéines de surface avec la pellicule n'a jamais été l'objet 

de recherches approfondies. Le but  de ~ o t r e  travail a donc été d'étudier les 

modifications post-traductionnelles que subissent ces protéines e t  d'essayer 

d'identifier leur mode d'insertion dans la pellicule. 

VI- GENERALITES SUR LA TOPOLOGIE DES PROTEINES SUPERFICIELLES 

Bien que la pellicule des tachyzoïtes soit complexe, les trois couches 

successives qiii la constituent répondent chacune à la définition cytologique 

d'une membrane biologique c'est à dire une bicouche lipidique à laquelle sont 

associées des  protéines. L'ancrage des protéines membranaires se  fait selon 

plusieurs mécanismes: 

1- une portion siibstantielle de la protéine es t  insérée dans la bicouche 

lipidique : c'est le cas pour la rhodopsinr (Capaldi, 1982). 

2- deux domaines hydrophiles de la protéine membranaire peuvent 

être reliés par  un domaine transmembi-anaire hydrophobe: c'est l'exemple du 

récepteur de  la lipoprotéine LDL (Südhof et al., 1985). 

3- des protéines membranaires sont liées covalemment à un acide gras 

de la bicouche lipidique (acylation directe). Deux types différents sont 

rencontrés: 

* le glycocolle à l'extrémité N-terminale e s t  lié à un acide 

myristique par  une liaison amide: NADH-cytochrome b5 réductase (Ozols et al., 

1984) 
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* l'acide aminé en position N-terminale peut ê tre  la cystéine e t  

dans ce cas la liaison avec l'acide gras (palmitique ou myristique) est  un  

thioestcr: c'est le cas pour la lipoprotéine d'Escherichia coli (Hantha P. Braun, 

1973 ). 

4- contrairement aux deux premiers cas d'acylation directe, il existe 

une acylation indirecte où c'est l'acide aminé en position C-terminale qui e s t  

impliqué dans la liaison covalente avec un résidu éthanolamine-phosphate. Ce 

dernier est  relié à une s t ructure complexe comprenant un motif glycannique qui 

es t  attaché covalemment à une molécule de phosphatidylinositol laquelle est  liée 

à un diacylglycérol se trouvant dans la bicouche membranaire (schéma 6, voir au 

verso). De nombreuses molécules membranaires portent un complexe glycosyl- 

phosphatidylinositol (GPI). Quelques exemples de ces molécules sont résumés 

dans le tableau (ci-contre) e n  fonction de leurs rôles biologiqiies, 

Ce tableau ne représente qu'un résumé simplifié des molécules ancrées par le 

GPI. Des iriformations plus détaillées scnt rassemblées dans deux revues 

générales publiées par Low (1987) e t  Ferguson & Williams (1988). 

L'acide aminé C-terminal impliqué dans la liaison avec le GPI varie d'une molécule 

à l 'autre sans qu'une règle générale puisse être définie. Ces protéines sont 

d'abord synthétisées avec une séquence C-terminale d'environ 20 à 30 résidus 

supplémentaires, de caractère hydrophobe, qui est  clivée e t  remplacée par la 

s t ructure d'ancrage glycolipidique (Boothroyd et al., 1980; Berger et al., 1988; 

Caras et al., 1989"~~) .  Les études de la bicsylitlièse du glycolipide montrent que 

le transfert  du motif d'ancrage su r  la, protéine VSG de trypanosome es t  

extrêmement rapide (moins d'une minute), ce qui suggère l'existence d'un 

glycophospholipide préformé qui serait rajouté en bloc (Bangs et al., 1985; 

Ferguson e t  al., 1986). 

La caractéristique des molécules G P I  ancrées es t  en règle générale leur 

sensibilité à la phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol (PIPLC) qui 
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les détache de la cellule sans altérer la membrane (schéma 6). Le premier travail 

concernant cette enzyme a été rapporté par Slein e t  al, (1960) e t  montre qu'un 

fqcteur soluble extrait d'une préparation de toxine de Bacilix mthracis  injecté 

dans un animal induit l'augmentation prononcée e t  rapide de 1'ATPase du sérum. 

Ce facteur a été partiellement purifié chez Bacill~ls cereus e t  dénommé PIPLC 

(Slein e t  al., 1963, 1965). Ikezawa e t  al., (1976) ont repris  les travaux de Slein e t  

confirmé les résultats précédemment obtenus su r  Bacillus cereus en purifiant 

totalement la PIPLC. La même enzyme a été isolée chez Clostridi~lm novyi (Taguchi 

e t  Ikezawa, 1978) , chez Bacillus thuringiensis (Taguchi e t  al., 1980) chez 

Staphylococc~~s anreus (Low, 1981). Quelle que soit son origine, cette enzyme es t  

capable d'hydrolyser 1'ATPase sérique. Depuis lors, il a été montré par plusieurs 

équipes que d'autres protéines membranaires d'origines diverses sont sensibles 

à ces PIPLC bactériennes. Des PIPLC d'origines eucaryoti.lues ( Trypanosoma 

brucei e t  cellules hépatiques) ont également été isolées par Fox et  al. (1986, 

1987). Le gène de la PIPLC de Trypanosoma bruceia  été simultanément séquencé 

par Hereld e t  al. (19881 e t  Carrington et  al. (1989). L a  séquence primaire de la 

PIPLC de trypanosome ne présente aucune homologie avec celle des cellules de 

mammifère (Suh e t  al., 1988). D'autres auteurs  ont montré que chez le 

trypanosome, cette lipase est  localisée dans la poche flagellaire du parasite (Grab 

e t  al., 1987). Elle pourrait donc intervenir dans le recyclage de la glycopr~t~éine 

variable de surface (VSG) qui est  la protéine majeure de surface GPI-ancrée de 

ce protozoaire responsable de la maladie du sommeil. 

De manière concomittante à l'hydrolyse des protéines GPI-ancrées, la PIPLC 

a la propriété de rendre accessible aux anticorps trois épitopes situés à 

proximité du site d'ancrage. Ces épitopes sont appelés "des déterminants 

communs" parce qu'ils sont responsables d'une réactivité croisée (CRD, cross- 

reacting determinant) qui peut ê tre  homologue ou hétérologue. La réactivité 

homologue signifie par exemple qu'un sérum polyclonal spécifique de la foi-me 
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soluble de la VSG de trypanosome (clivée par  la PIPLC) peut reconnaître les VSG 

sur  d'autres souches de trypanosome (Cross, 1979; Cardoso de Almeida e t  Turner, 

1983). Le même sérum anti-CRD de trypanosome peut aussi reconnaître des 

protéines GPI-ancrées de cellules eucaryotes telles que la protéine Gp 63 de la 

Leishmania (Bordier e t  al,, 1986), les antigènes de surface de Paramecium 

(Capdeville e t  al., 1986), et  le DAF (Davitz e t  al., 1987a). Dans ce cas, il s'agit 

d'une réactivité croisée hétérologue. Zamze e t  al. (1988) ont montré que la 

séquence oligosaccharidique est  toujours impliquée dans la réactivité des trois 

épitopes CRD se trouvant à l'extrémité C-terminale de la protéine GPI-ancrée, 

Il existe également une phospholipase D (GPI-PLD; schéma 6) capable 

d'hydrolyser des protéines GPI-ancrées en éliminant le groupement 

diacylglycérol-phosphate-inositol (Davitz e t  al., 1987b; Low e t  Prasad, 1988a), 

D'origine sérique cette enzyme es t  active uniquement s u r  les protéines 

membranaires solubilisées et  elle est  par conséquent incapable de décrocher les 

protéines de surface. 

VII- PHOSPHORYLATIONS 

La phosphorylation des protéines joue un rôle crucial dans la régulation 

de diverses fonctions physiologiques chez les cellules en croissance, en 

prolifération ou en différenciation, Les sites potentiels de phosphorylation dans 

une protéine sont les fonctions alcools des résidus de sérine/thréonine/tyrosirie 

ou les résidus amines des acides aminés basiques (lysine, histidine ou arginine) 

e t  la phosphorylation es t  réalisée par l'intermédiaire de différentes kinases. 

En dehors de la présence des acides aminés phosphorylés dans les protéines, 

l'existence de mannoses phosphorylés dans les motifs glycanniques des enzymes 

lysosomiaux a été décrite par Kornfeld e t  Kornfeld (1985). Cette phosphorylation 

des mannoses (Man 6-P) est catalysée par  deux enzymes, N-acétylglucosarninyl 
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phosphotransférase (réaction 1) e t  N-acétylglucosamine-l-phosphodiester-a-N- 

acétylglucosaminidase (réaction II)  au niveau du cis-golgi. La première enzyme 

transfère le groupe N-acétylglucosaniine i-yhosphate de 1'UDP-GlcNAc su r  le 

mannose e t  la deuxième enlève le N-acétylglucosamine en exposant donc le 

groupement phosphomannosyl qui est  le ligand physiologique du  récepteur 

lysosomial. L'ensemble des réactions se déroule au cours de la maturation e t  de 

l'orientation des N-glycoprotéines vers  le compartiment 1 y sosomial. 

Un troisième exemple de sites phosphorylés, découvert par l'étude de la 

structure primaire du complexe GPI (VSG e t  THY-1: Homans et al,, 1988) montre 

l'existence d'inositol-p hosphate e t  d'éthanolamine-phosphate. Les kinases qui 

sont impliquées dans la phosphorylation de ces deux dernières molécules de la 

structure G P I  ne sont pas connues. 

VIII- PLAN DU TRAVAIL 

Notre travail a consisté en  l'étude des modifications CO- ou post- 

ti.aductionne1les des antigènes de surface du toxoplasme. Nous avons mis en 

évidence l'incorporation métabolique de monosaccharides, d'acides gras, 

d'éthanolamine, e t  de phosphate radioactifs dans ces antigènes puis démontré 

qu'ils sont ancrés par  une structure glycosyl-phosphatidylinositol dans la 

pellicule parasitaire. 



MATERIELS ET METHODES 



1- MATERIELS BIOLOGIQUES 

1-1. ANIMAUX 

Pour l'entretien régulier e t  la production massive des toxoplasmes nous 

avons utilisé des souris Swiss. La production des sérums polyclonaux 

monospécifiques a été réalisée chez des lapins (hybrides Néozélandais- 

Californiens issus d'un élevage local). 

1-2. TOXOPLASMES 

1-2.1. Entretien des tachyzoïtes 

Les tachyzoïtes utilisés proviennent de la souche virulente RH (Sabin, 1941). 

Cette souche RH est  entretenue par passage bihebdomadaire chez la souris Swiss: 

2.10~ tachyzoïtes en suspension dans du DMEM (Milieu de Eagle modifié par 

Dulbecco, SEROMED) sont injectés par  voie intrapéritonéale aux animaux, Au bout 

de trois jours, les souris infectées sont tuées par dislocation des vertèbres 

cervicales e t  après une incision de la peau du ventre les parasites sont 

récupérés daiîs 5 ml de DMEM par  lavage intrapéritonéal. 

1-2 S. Production massive de tachyzoïtes sur  sarcome TG 180 

Une suspension de 12.10~ toxoplasmes et 107 cellules de sarcome TG 180 est  

injectée aux souris (Couzineau e t  Beaufine-Ducrocq, 1969), ce qui permet 

d'obtenir en t re  2.10~ et  I O 9  toxoplasmes par souris après  72 heures. 
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Lorsque les toxoplasmes produits sont utilisés pour le passage en  souris ou pour 

une infestation'en culture cellulaire ils sont dilués dans du DMEM. Pour usage 

biochimique ils sont lavés 3 fois par du PBS puis récupérés par centrifugation 

à 600 g pendant 10 min avant d'être conservés à -20°C. 

1-3. CULTURES CELLULAIRES 

1-3.1. Cellules hôtes utilisées pour la multiplication in vitro des 

toxoplasmes 

Xous avons utilisé des cellules Hela qui dérivent de la première lignée 

cellulaire épithéliale humaine établie à partir d'un cancer utérin. Des cellules 

Véro (singe v e r t  africain) ont été également utilisées. Les cellules stockées dans 

l'azote liquide sont décongelées e t  mises en culture dans des boîtes plastiques 

de 25 ou 75 cm2 contenant du milieu DMEM additionné de 5% de sérum de veau. 

1-3.2. Repiquage 

Une hotte à flux laminaire stérile e t  la proximité de la flamme d'un bec 

Bunsen sont indispensables pour les manipulations de culture. Le matériel utilisé 

es t  stérilisé à la chaleur sèche (1 heure à 160°C) ou à l'autoclave (20 min à 

120°C). Les milieux sont stérilisés par autoclavage ou par ultrafiltration, 

La culture de cellules confluentes es t  décollée par bric solution de trypsine 

(Difco 1:250, 0,5%), e t  d'EDTA (0,1%) en solution saline de Puck (Gibco, BRL). Le 

liquide e s t  ensuite éliminé, les cellules sont détachées par chocs mécaniques e t  

reprises immédiatement par du DMEM additionné de 5% de sérum de veau foetal, 

de glutamine (4 mM) e t  d'antibiotiques (Penicilline 50 U/ml--Streptomycine 50 
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pg/ml) puis de nouvelles boîtes sont ensemencées (type Falcon, Nunclon). Les 

boîtes sont placées dans une atmosphère contenant 5% de CO2 dans l'air. 

1-3.3. Multiplication des toxoy>lasmes à partir de culture cellulaire 

Les tachyzoïtes se développent en culture in s7itro, sur  des cellules Hela 

ou Véro. Une boîte de 75 cm2 de cellules confluentes est inoculée par 6.10~ 

tachyzoïtes d'ascite de souris. Vingt quatre heures plus tard,  les cellules sont 

remplies de zoïtes qui seront ensuite libérés dans le milieu de culture par 

éclatement des cellules hôtes, Dans certains cas, nous utilisons des boîtes de 25 

cm2 e t  l'infestation est  alors réalisée avec 2.10~ tachyzoïtes. 

Il existe aussi un système de production massive des tachyzoïtes en c i i l t u~e  in 

vitro par infestation de bouteilles d'un litre couvertes sur leur face interne 

d'une monocouche confluente de cellules Véro avec 3.107 tachyzoïtes. 

1-3.4. Isolement des tachyzoïtes à partir de cellules en culture 

Une boîte de 75 cm2 confluente infestée par 6.10~ tachyzoïtes 24 heures 

auparavant e s t  raclée à l'aide d'un grattoir de caoutchouc dans le milieu de 

culture. La suspension ainsi obtenue e s t  passée en homogénéiseur de Dounce 

pour libérer les parasites par action mécanique. La solution peut renfermer 3 à 

4.108 zoïtes qui sont filtrés s u r  colonne de fibres de verre (Grimwood et al., 

1979). Le filtrat contenant les zoïtes purifiés est  centriîuzé à 600 g pendant 10 

min, et  lavé 2 fois au PBS. Cette méthode permet d'obtenir des suspensions de 

tachyzoïtes généralement dépourvues de contaminants cellulaires à l'observation 

au microscope optique. 
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1-3,5. Isolement e t  purification des sporozoïtes d'Eirnez'ia nieschulzi 

Les sporozoïtes d9Eirneria nieschulzi de rat nous ont été fournis par le 

Docteur Entzeroth R. (Université de Bonn, RFA) qui les a purifiés à partir 

d'oocystes sporulés e t  excystés par un traitement enzymatique libérant les 

zoïtes. Ces derniers sont séparés des débris cytoplasmiques e t  des coques 

d'oocystes e t  de sporocystes par passage sur  une colonne de fibres de nylon. 

Les sporozoïtes ainsi purifiés sont repris dans du PBS e t  marqués par iodation 

de surface (Tomavo e t  al,, 1989). 

1-3.6. Culture in vitro de Leishrnania donovani 

Les promastigotes nous ont été fournis par le Docteur Ouaïssi A. 

(Laboratoire d'Immunologie e t  Parasitologie, Inserm U 167, Lille). Nous avoris 

réalisé l'entretien de ces parasites par repiquage tous les 3 jours d'une culture 

en  phase exponentielle dans un milieu HANK'S à 26'C. Ensuite, toutes les 

expériences avec les promastigotes (lavages, iodation de surface, traitement 

enzymatique) sont réalisées en solution saline de Puck. 

1-4. PRODUCTION DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

La production d'anticorps monoclonaux a été réalisée par Couvreur et  al. 

(1988) selon la tec::nique de Kholer e t  Milstein (1975) au laboratoire. Le clonagc. 

des hybridomes positifs a permis d'obtenir plusieurs clones spécifiques des 

antigènes majeurs de surface. 

Nous avons utilisé les anticorps monoclonaux T4 1FI21F7, 3F121D7, lE,lD,,  

2E1,2D,, 3G1,1Glo respectivement spécifiques des protéines de surface P43, P35, 

P30, P23, P22. 



II- METHODES 

11-1. RADIOIODATION DES PROTEINES SUPERFICIELLES PAR LA 

LACTOPEROXIDASE 

Nous avons utilisé la méthode d'iodation superficielle décrite par 

Marchalonis et al, (1971). los  tachyzoïtes intracellulaires purifiés sont suspendus 

dans 200 pl de PBS. Cette suspension parasitaire es t  amenée successivement à: 

- Iodure de potassium ( K I )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1,25 pM 

- Eau oxygénée . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40 pM 

- Lactoperoxidase (EC 1.11.1.7; Sigma 93 U/mg) . . . . . . . .  5 pg/nll 

- Iodure de sodium (Na 1251, carrier free, 

Amersham 3,7.10<9> Bq/ml) . . , . . . . . . . . . . . . . . .  10 pl/ml 

La durée du marquage est  de 10 min à 4 ° C  sous agitation ménagée par 

intermittence, La réaction est  arrêtée par addition de KI froid en amenant à une 

concentration finale de 1,25 mM e t  par  3 lavages rapides en PBS des zoïtes iodés. 

11-2. MARQUAGES METABOLIQUES DES TACHYZOITES INTRACELLULAIRES 

11-2.1. Utilisation d'acides aminés radiomarqués 

Des essais préliminaires de marquage avec des acides aminés ont été réalisés 

avec de la méthionine marquée au soufre radioactif (Amersham L-35~-méthionine, 

activité spécifique > 800 Ci/mmol), de l'isoleucine tritiée (Amersham ~ - 4 , 5 - ~ ~ -  

isoleucine, activité spécifique 80-120 Ci/mmol), de la leucine tritiée (CEA, L-3,4,5- 

3H-leucine, activité spécifique 40 Ci/mmol), ou un mélange de cinq acides aminés 
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tritiés (L-4,5-3~-leucine,140 Ci/mmol; L-4,5-3~-lysine, 80 Ci/mmol; L-2,3,4,5 ,6-3~- 

phénylalanine, a 106 Ci/mmol; L-2,3,4,5-3~-proline,100 Ci/mmol; L-2,3,4,5,6-3~- 

tyrosine, 110 Ci/mmol. Amersham 37 MBq/ml). 

11-2.2. Marquage court e t  chasse 

Deux boîtes de 25 cmZ contenant des cellules Véro confluentes sont chacune 

infestées par 2.10~ tachyzoïtes. Vingt quatre heures plus tard,  la culture es t  

lavée avec 5 ml de milieu RPMI (Gibco Selectamine Kit) dépourvu des cinq acides 

aminés contenus dans le mélange; ensuite 100 yCi du mélange d'acides aminés 

sont introduits par boîte à une concentration de 20 pCi/ml. Le marquage est  

arrêté  20 minutes après, par  prélèvement du milieu radioactif puis l'une des deux 

boîtes est  congelée tandis que du milieu froid est  remis dans la deuxième. Le 

temps de chasse es t  d'une heure. Les deux milieux de marquage sont rassemblés 

e t  utilisés pour un marquage long, 

11-2.3. Marquage long 

La même procédure de marquage que celle décrite ci-dessus es t  iitiiisée 

m a i s  nous avons utilisé dans ce cas des boîtes de 75 cm2 infestées par 6.10~ 

tachyzoïtes e t  le temps de marquage est  de 6 heures. 

11-2.4. Marquage par les acides g ~ i s  

Deux boîtes de 75 cm2 contenant des cellules Véro infestées vingt quatre 

heures plus tôt  par 6 .10~ toxoplasmes sont lavées par du DMEM sans sérum. 500 

pl d'acide palmitique (Amersham, (9-10 ( n ) 3 ~ )  acide palmitique,40-60 Ci/mmol) ou 

d'acide myristique (Amersham, (9-10 ( ~ I ) ~ H )  acide myristique, 40-60 Ci/mmol) sont 
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séchés à l'azote pour éliminer le toluène dans lequel ils sont conservés. Le 

matériel sec esh repris par 200 pl d'éthanol Normapur (95%) e t  introduit sur  la 

culture de parasite à la concentration finale de 25 pCi/ml. Le marquage dure 6 

heures et  ap rès  élimination du milieu radioactif les parasites sont purifiés comme 

nous l'avons décrit dans la sectior. 1-3.4. 

11-2.5. Les sucres 

500 pl de glucosamine (Amersham, D - ( ~ - ~ H )  chlorhydrate de glucosamine,20- 

40 Ci/mniol), de mannose (Amersham, D - ( ~ - ~ H )  Mannose, 10-20 Ci/mmol), o i ~  de 

galactose ( ~ m e r s h a m , ~ - ( 6 - ~ ~ )  Galactose,20-40 Ci/mmol) sont ajoutés à 10 ml de 

milieu RPMI dépourvu de glucose mais supplémenté avec 22 mM de pyruvate de 

sodium. Ces milieux sont introduits sur  des boîtes de culture parasitées de 75 

cm2 à la concentration finale de 50 pCi/ml. L a  durée du marquage e s t  de 4 heures 

e t  les tachyzoïtes sont également purifiés en  fin de marquage. 

11-2.6. Ethanolamine 

500 pl d'éthanolamine (Amersham, chlorhydrate (1 -3~)  ethan-1-01-2 amine, 

5-30 Ci/mmol) sont additionnés à 20 ml de milieu DMEM contenant 2% de sérum 

de veau foetal dialysé e t  2% de glutamine. La concentration finale en 

éthanolamine radioactive est  de 25 pCi/ml. Le marquage a été réalisé pendant 18 

heures su r  une baf+.e de  cellules Véro de 75 cm2 parasitée. Les tachyzoïtes ont 

également été purifiés après  marquage. 



Il es t  indispensable de disposer de portoirs et  d'écrans en  plexiglass pour 

toutes les manipulations du  phosphore-32. 

Une boîte de cellules Véro (75 cm2) infestée 24 heures auparavant avec 6.10~ 

tachyzoïtes e s t  lavée avec du milieu RPMI dépourvu de phosphate (Na2HP04 

étant remplacé par NaCl). Le marquage e s t  réalisé par addition de 500 pCi 

d'orthophosphate (Amersham, 1 mCi/ml) dans le même milieu pendant 6 heures 

à 37 " C. A la fin du marquage le milieu es t  éliminé e t  les cellules parasitées sont 

cette fois-ci directement solubilisées par un  détergent. 

11-3. MARQUAGES METABOLIQUES DES TACHYZOITES 

EXTRACELLULAIRES 

Les zoïtes intracellulaires sont purifiés comme nous l'avons décrit au 

chapitre 1-3.4. Des tachyzoïtes (los zoïtes) ainsi purifiés sont lavés par les 

milieux de marquage identiques à ceux utilisés pour les marquages de parasites 

intracellulaires, puis incubés avec 100 yCi d'un mélange d'acides aminés ou de 

l'acide palmitique ou du glucosamine tritiés, ou du phosphore-32. Les marquages 

sont réalisés pendant 1 heure à 37°C. La viabilité des parasites est  vérifiee par 

le t e s t  au bleu de trypan suivi de l'observation au microscope optique. Après un 

lavage au PBS les parasites sont lyses par détergent e t  le lysat es t  soit 

immunoprécipité par les anticorps monoclonaux anti-surface puis anal;.S par 

SDS-PAGE soit utilisé pour le comptage de la radioactivité acido-précipitable en 

scintillation liquide. 
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11-4. SOLUBILISATION DES PROTEINES CELLULAIRES ET PARASITAIRES 

11-4.1. Solubilisation in situ des AMS de tachyzoïtes par des 

protéases 

108 tachyzoïtes iodés ou froids sont incubés avec plusieurs enzymes 

protéolytiques de spécificités connues telles que la trypsine (traitée TPCK, EC 

3.4.21.4; Sigma), la chymotrypsine (traitée TLCK, EC 3.4.21,l; Sigma), e t  la papaïne 

(EC 3.4.22.2; Boehringer) aux concentrations de 10 e t  100 pg/ml. 

Les incubations sont réalisées en PBS à 37°C pendant 1 heure pour la trypsine 

e t  la chymotrypsine ou 10 minutes pour la papaïne. Les réactions sont arrêtées 

par addition d'inhibiteurs: 

- sérum humain 10% pour la trypsine 

- PMSF 2 mM quand il s'agit de la chymotrypsine 

- antipaïne 0 , l  mg/ml pour la papaïne 

Les parasites sont ensuite lavés deux fois au PBS. La viabilité des tachyzoïtes 

e s t  vérifiée par  le bleu de trypan. 

11-4.2. Traitement des tachyzoïtes par des phospholipases 

11-4.2.1. Phoaphatid ylcholine phospholipase C (PLC) 

Nous avons utilisé l'enzyme dt: type III de Bacillus Cez-eus EC 3.1.4.3 (192 

U/mg de protéine) possédant les spécifités lécithinase C e t  phosphatidylcholine 

phosphohy drolase. 

Des tachyzoïtes purifiés (5 .10~)  sont incubés avec 50 pg/ml ou 500 pg/ml 

de PLC dans du PBS à 37°C pendant 1 heure. Après deux lavages au PBS la 

viabilité des tachyzoïtes es t  également vérifiée au bleu de trypan. 



a 11-4.2.2. Phosphatid ylinositol phospholipase C (PI-PLc) 

Cette lipase de spécificité phosphatidylinositol, purifiée à partir  de Bacillus 

thuz'ingiensis nous a été fournie par  le Dr Martin Low :Columbia University, New 

York, USA), e t  le Dr Geneviève Rougon (UA 202 CNRS, Institut de Chimie 

Biologique, Marseille, FRANCE). Cette enzyme es t  actuellement commercialisée par 

Immunotech, Nous avons récemment utilisé la PIPLC de Bacillus Cereus 

(Boehringer) qui donne également des résultats satisfaisants. 

Des tachyzoïtes iodés (25.106) sont incubés à 37°C pendant 1 heure avec 2 UI/ml 

de PI-PLC dans du PBS contenant du dithiothréitol (10 mM). L'intégrité des 

parasites e s t  vérifiée par  leur incapacité à prendre le bleu de trypan e t  

l'observation en  microscopie photonique. Après une centrifugation à 10000 g 

pendant 30 minutes le surnageant d'incubation est  séparé du culot pasasitai~e 

qui est  lavé deux fois au PBS. 

Nous avons également traité des promastigotes de Leishmania do~îovani e t  

des sporozoïtes d'Eimeria nieschulzi iodés dans les mêmes conditions 

expérimentales que les toxoplasmes. 

11-51, Extraction des protéines de surface des tachyzoïtes par des 

détergents 

Nous avons utilisé quatre méthed-s d'extraction: 

* par le tampon de Laemmli (1970): 62,5 mM Tris.HC1 pH 6'8 

contenant 10% saccharose, 2% SDS, bleu de bromophénol e t  avec ou sans 0'1 M 

dithiotréitol pour l'analyse du profil total des antigènes de surface. C'est le cas 

après solubilisation avec les protéases e t  les phospholipases pour l'identification 

des protéines analysées par électrophorèse en SDS-PAGE suivie 
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d'électrotransfert sur  nitrocellulose. L'extraction se fait par chauffage à 95°C 

pendant 5 minutes. 

* par un tampon PBS contenant 1% Nonidet-P40, 2 mM d'acide 

éthylène diamine tétraacétique (EDTA), 0,01 mg/ml leupeptine, 1 mM 

phénylméthylsulfonyl ;luoride (PMSF) e t  0,l mg/ml aprotinine. Ce type de 

solubilisation a été utilisé pour les tachyzoïtes marqués par l'iode, les sucres, 

les acides gras,  l'éthanolamine tritiée e t  le phosphore-32. Après agitation rotative 

à 4°C pendant 1 heure e t  centrifugation à 10000 g, 30 minutes, les différents 

lysats ont servi à l'immunoprécipitation par  les anticorps monoclonaux, 

* par un tampon 10 mM Tris.HC1 pH 8 contenant 1 mM EDTA, 150 

mM NaCl (NET), 1% SDS, 1% Triton X-100 e t  1% Déoxycholate de sodium. C'est 

cette méthode qui nous a donné les meilleurs résultats pour l'immunoprécipitation 

des tachyzoïtes marqués par les acides aminés. En pratique, les toxoplasmes 

radioactifs sont repris dans 400 pl de NET auquel sont additionnés 

successivement 100 pl de 10% SDS, puis 500 pl de NET contenant 2% Triton X- 

100, 2% Déoxycholate, e t  les mêmes inhibiteurs d'enzymes que ceux décrits dans 

le paragraphe précédent. L'extraction dure 30 minutes à température ambiante 

par agitation de 15 secondes au vortex toutes les 5 minutes. Le lysat est  séparé 

de la fraction insoluble par centrifugation à 13000 g, 5 minutes. Pour les 

immunoprécipitations la concentration du SDS est  ramenée à 0,5%. 

* par la méthode d9Erickson et  Blobel (1979) qui consiste à 

solubiliser les tachyzoïtes radiomarqués par  du 0,l  M Tris.HC1 pH 7,4 contenant 

1,2% S!>S, 0,2 M NaCl, 4 mM EDTA, 0,2 mg/ml aprotinine, 10 pg/ml lec:,xptine. Le 

lysat es t  chauffé à 95'C pendant 10 minutes puis refroidi à température ambiante 

avant d'être ramené à 0,5% SDS, 2,5% Triton X-100 pour les immunoprécipitations. 
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11-6. Sensibilité aux enzymes des protéines parasitaires solubilisées 

par un détergent 

11-6.1. Traitement par la PIPLC 

2 .10~ tachyzoïtes intracellulaires marqués avec de l'acide palmitique tritié 

sont purifiés e t  lysés par du Nonidet P-40 comme décrit ci-dessus. La moitié de 

ce lysat es t  incubée avec la PIPLC à 37OC pendant 16 heures tandis que la 

deuxième moitié es t  incubée dans les mêmes conditions expérimentales mais sans 

PIPLC. Ensuite les deux échantillons traités sont immunoprécipités par tous les 

anticorps monoclonaux anti-surface puis analysés par SDS-PAGE. 

11-6.2. Traitement par la phosphatase alcaline 

Un lysat parasitaire NP-40 de tachyzoïtes marqués au phosphore-32 ou non 

radioactif e s t  m i s  en contact avec différentes concentrations de phosphatase 

alcaline dans 100 mM Tris.HC1 pH 8 contenant 50 mM MgC12 e t  0,1% de ZnC12 

pendant 16 heures à 37°C. Nous avons utilisé deux sources d'enzymes: 

- phosphatase alcaline d'origine bactérienne (E. coli Type III EC 3.1.3.1. No 

P-4252, Sigma). 

- phosphatase alcaline d'origine bovine (Boehringer). 

Les échantillons traités sont soit analysés par immunoprécipitation soit par 

;rl;niunoempreinte après une électrophorèse SDS-PAGE ou bidiiacnsionnelle, 

Des immuncomplexes anticorps monoclonaux-antigènes superficiels 

correspondants réalisés par immunoprécipitations ont également été traités par  

les phosphatases alcalines dans les mêmes conditions que ci-dessus avant d'être 

élués puis analysés par électrophorèse mono ou bidimensionnelle, 



11-7. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES 

11-7.1. Immunoprécipitations 

Trois procédures d'immunoadsorption ont ;té utilisées: 

11-7.1.1. Capture directe des immuncomplexes 

20 pl de protéine A-sépharose 4B (Pharmacia) préalablement gonflée dans 

du PBS sont utilisés pour adsorber les immuncomplexes réalisés à partir  des 

sérums de lapins immuns. 

11-7.1.2. Préparation d'immunoadsorbant par  fixation 

d'immunoglobulines de lapin anti-souris s u r  la protéjne-A 

(Staphyloccocz~s aurezis) 

460 mg de protéine A-sépharose CL-4B commerciale (Pharmacia) sont mis à 

gonfler dans 9 ml de PBS pendant 1 heure à température ambiante. Après 

centrifugation (200 g; 10 min), le surnageant es t  éliminé e t  les billes sont 

incubées pendant une nuit à 4°C avec 1,6 ml de sérum de lapin anti- 

immunoglobulines de souris (RAM: Anti-mouse IgG H + L, Miles Scientific) dans 

un volume final de 10 ml en PBS. L'adsorption es t  achevée par élimination du 

surnageant ap rè s  c e n t r i f u g a t i ~ ~ ~  e t  deux lavages au PBS. Le gel e s t  resusperidu 

à une dilution au  l/!jhe en  PBS e t  cette matrice protéine A-IgG ant i  souris sera 

utilisée ultérieurement pour précipiter les immuncomplexes. 
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11-7.1.3. Préparation d' immunoadsorbant avec la sépharose 

a 4B-CNBR 

Elle nécessite la purification des immunoglobulines à partir des ascites de 

souris selon la technique de Saint Blancard et al. (1982): 

* Chromatographie d'exclusion sur  gel 

3 ml d'ascite centrifugée à 2000 g pendant 15 minutes ou filtrée sont 

déposés sur  une colonne GF 05 de dimensions 1 2  cm x 1 cm2. L'équilibration de 

la colonne avant  son utilisation ainsi que l'élution des protéines de l'ascite sont 

réalisées avec du tampon 25 mM Tris-HC1, 35 mM NaC1 à pH 8'8. Le premier pic 

d'absorption A 280 nm contient les protéines. 

* Chromatographie d'échange d'ions 

Les protéines éluées de la colonne GF 05 (équivalent de 3 fois le volume 

d'ascite déposé) sont passées s u r  une colonne DEAE-Trisacryl (Industrie 

Biologique Française) 12  cm x 1 cm2. Les immunoglobulines sont éluées par le 

tampon 25 mM Tris-HC1, 35 mM NaCl à pH 8'8. Une fraction aliquote de l'éluat es t  

analysée en gel de polyacrylamide SD3-PAGE dans des conditions réductrices 

pour vérifier la pureté des immunoglobulines. L'éluat es t  ensuite dialysé e t  

concentré dans une cuve microprodicon (Bkblock) contre du PBS à 4°C pendant 

48 heures dans un premier temps, puis contre du tampon bicarbonate salé (0,l  

M NaHC03 pH 8'6 contenant du 0'5 M NaCl). L'estimation de la quantité 

d'immunoglobuline purifiée e s t  faite par mesure spectrophotométrique (densité 

optique à 280 nm). 



* Couplage des immunoglobulines purifiées 

10 mg d'anticorps monoclonal purifié contenus dans 5 ml de tampon 

bicarbonate sont mis en contact avec 300 mg de gel sépharose 4 B activé par le 

bromure de cyanogèr~.~,  préalablement gonflé dans une solution 1 mM HC1 e t  lavé 

par du tampon bicarbonate. La suspension est  mise en agitation rotative pendant 

2 heures à température ambiante oii une nuit à 4°C. L'excès de protéines non 

couplées es t  éliminé par lavage dans du tampon 100 mM Tris-HC1 pH 8 puis les 

sites actifs libres du gel sont hydrolysés par ce même tampon à température 

ambiante pendant 2 heures. Le gel subit ensuite 3 lavages alternés dans un 

tampon acétate de sodium 0'1 M à pH 4 contenant 0,5 M NaCl e t  dans le tampon 

bicarbonate de couplage. Après lavage dans du PBS, l'imniunoadsorbant ainsi 

préparé est  dilué au 1/5ème dans du PBS, 

11-7.1.4. Purification des antigènes radiomarqiiés par les 

irnrnunoadsorbants. 

* Utilisation des immunoadsorbants protéine A-IgG de lapin anti- 

souris 

Elle nécessite la formation préalable d'immuncomplexes réalisés par 

l'incubation de 20 pl d'ascite monoclonale avec le lysat détergent parasitaire 

radieGytif pendant 4 heures à température ambiante ou une nL)i+ à 4 ° C  La 

quantité de lysat  radioactif utilisée dépend. du métabolite qui a servi pour le 

marquage des tachyzoïtes. Pour les marquages avec l'iode nous utilisons 100 000 

cpm de lysat acido-précipitable pour 20 pl d'anticorps monoclonal, tandis que 

5.10~ cpm sont nécessaires pour les marquages par les acides aminés et  le 
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phosphore, enfin nous prenons 1 à 2.106 cpm pour les marquages acides gras, 

éthanolamine, sucres. 

Les immuncomplexes formés sont captés par 20 pl d'immunoadsorbant 

pendant 2 heures à température ambiante ou une nuit à 4'C. 

* Utilisation des immunoadsorbants covalents 

Dans ce cas la purification des antigènes radiomarqués se  fait par  

incubation directe dii lysat radioactif avec le gel. Les volumes de gel et  les 

quantités de lysat radioactif que nous avons utilisés sont identiques à ceux 

décrits ci-dessus. 

* Lavages e t  élutions des immuncomplexes ou des antigènes 

Après la formation des immuncomplexes, les gels sont lavés par différents 

tampons: 

- 3 lavages avec du tampon 50 niM Tris.HC1 pH 8,3 contenant 1% KaCl, 

0,5% NP-40 pour les immunoprécipitations avec du matériel iodé ou phosphorylé. 

- 2 lavages avec du tampon 50 mM Tris.HC1 pH 7,4 contenant 0,5% SDS, 

100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2,5% Triton puis 3 lavages par le précédent tampon 

pour les marquages avec les acides aminés. 

- 3 lavages avec du 50 mM Tris.HC1 pH 8,3 contenant 0,5% NaCl , 0,5% 

l<?-40 , 1 mg/ml de sérum albumine bovine (SAB), 1 mM EDTA p:iis 2 lavages par  

le même tampon sans NaCl e t  SAB pour les acides gras  ou sucres tritiés. 

Tous les immuncomplexes sont lavés par du 5 mM Tris.HC1 pH 6,8 puis élués 

en tampon Laemmli par chauffage à 95°C pendant 5 minutes. 
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11-8. TECHNIQUE D'HYDROLYSE ACIDE DES PROTEINES RADIOMARQUEES 

Les antigènes de surface radiomarqués e t  purifiés par  chromatographie 

d'affinité sont précipités par le chloroforme/méthanol (2v/lv) à froid e t  lavés 

deux fois par le même milieu organique POL=. éliminer les contaminants lipidiques 

adsorbés sur  ces protéines. Les précipités sont ensuite séchés par 

centrifugation sous vide (Speed Vac) e t  repris dans l'acide chlorhydrique 5,6 N 

puis hydrolysés à 105'C sous vide pendant 2 heures. Les hydrolysats sont 

séchés comme décrit ci-dessus e t  repris dans du HC1 centimolaire. 

11-9. TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES 

11-9.1. Analyse monodimensionnelle des protéines par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE), 

L'analyse électrophorétique des protéines de tachyzoïtes e s t  effectuée selon 

la technique décrite par Laemmli (1970). Un gel de séparation de 12% en 

acrylamide dans un tampon Tris.HC1 375 mM pH 8,8 contenant 0,1% de SDS, est  

préparé à partir  d'une solution mère de 30% acrylamide e t  0,8% bis acrylamide. 

Le gel de concentration de 5% es t  préparé dans un tampon Tris.HC1 125 mM pH 

6,8 contenant 0'1% de SDS. 

Les échantillons sont repris  dans du tampon Tris.HC1 62,5 mM contenant 2% 

SDS, 10% saccharose, 0,2% 1:n bleu de bromophénol e t  selon les cas avec ou sans 

dithiothréitol (0,l  M). La séparation électrophorétique est  réalisée par un courant 

électrique d'une intensité de 4 mA par plaque pendant la nuit. 
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11-9.2. Analyse bidimensionnelle des  protéines p a r  

isoélectrofocalisation e t  SDS-PAGE. 

L'électrophorèse bidimensionnelle est  réalisée selon la technique décrite 

par 09Fc.rrel (1975). 

La première dimension e s t  une isoélectrofocalisation où les protéines sont 

séparées dans un gel d'acrylamide à 4% contenant 9'5 M urée, 2% NP-40, 1,8% 

d'ampholytes pH 5-7 e t  0,2% d'ampholyte pH 3'5-10 (Servalyt), Le gradient de pH 

e s t  établi par une électrophorèse préliminaire à 200 V pendant 15 minutes, 300 V 

pendant 30 min, puis 400 V pendant 30 min. Les échantillons sont déposés dans 

le tampon utilisé pour préparer le gel mais additionné de 0,3% de SDS e t  

l'électrophorèse est  réalisée ?i 400 V pendant 18 heures puis terminée sous une 

tension de 800 V pendant 1 heure. 

L'électrophorèse dans la deuxième dimension es t  un SDS-PAGE comme décrit 

ci-dessus. 

11-9.3. Electrophorèse des acides aminés phosphorylés 

Les hydrolysats acides sont déposés au milieu d'une plaque de silice (silica 

gel 60, Merck) de dimension 15,5cm x 10 cm. Des marqueurs témoins tels que la 

phosphosérine, phosphothréonine, phosphotyrosine à une concentration de 10 

pg/ml chacuns sont ajoutés à l'hydrolysat e t  déposés s u r  la plaque. 

L'électrophorèse se fait s u r  une cuve réfrigérée (ZKB, multiphor) dans un  

tampon acide formique (98%)/ acide acétique / eau (lv/3,5v/35v) pH 1,9 pendant 

3 heures à 400 volts. Les témoins sont colorés à la ninhydrine puis la plaque e s t  

autoradiographiée. 
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Dans le cas d'hydrolyse de protéines tritiées, la plaque est  soit découpées 

cm2 par  cm2 e t  la radioactivité es t  mesurée au compteur Beta après addition d'un 

liquide scintillant, soit vaporisée à 1'EnHance puis fluorographiée, 

II-9,4. Détectior, des protéines oit acides aminés marqués après 

électrophorèse 

11-9.4.1. Autoradiographie 

Pour les échantillons marqués à l'iode e t  au phosphore, les gels d'acrylamide 

colorés au bleu de Coomassie R-250 (Merckl 0'02% dans 10% d'acide acétique e t  

25% d'isopropanol, puis décolorés dans 10% d'acide acétique sont séchés par 

évaporation s u r  un papier Whatman NO3 à l'aide d'un appareil de séchage (LKB). 

L a  visualisation e s t  faite par révélation après  exposition directe à -70" C des gels 

secs & un film X-OMAT AR Kodak entre 2 écrans renforçateurs (Dupont Cronex 

plus). 

En ce qui concerne les acides aminés phosphorylés, la plaque de silice es t  

séchée au sèche cheveux puis autoradiographiée comme les gels d'acrylamide. 

11-9.4.2. Fluorographie 

La détection des échantillons radiomarqués au tritium ou au soufre es t  

réalisée par trsltement des gels d'acrylamide ou des plaques de silice aveL ?n  

agent scintillant (EnHance, NEN) pour pallier le faible pouvoir pénétrant des 

particules émises. Les gels sont ensuite exposés contre un film comme ci-dessus. 
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11-9.4.3. Détection des protéines par immunoélectrotransfert 

a (Western Blotting) 

Un extrait détergent de toxoplasme es t  soumis à une électrophorèse en 

SDS-PAGE, puis transféré électriquement sur  une feuille de nitrocellulose 

(Schleicher & Schuell, Céra-Labo) à l'aide d'un appareil de transfert  semi-sec 

(LKB). Pour cette opération, le gel d'acïylamide e t  la feuille de nitrocellulose 

sont pris en sandwich entre  1 2  feuilles de Whatman No3 imbibées d'une solution 

de t ransfer t  composée de 48 mM Tris pH 8,9 contenant 39 mM glycine, 0'0375% 

SDS, 20% méthanol. Le transfert  e s t  réalisé pendant 1 heure à ampérage constant 

(0,8 m ~ / c m ~ ) .  

Après le transfert  la feuille de nitrocellulose est  colorée au rouge ponceau 

(0,2% dans TCA 3%) e t  décolorée à l'eau. 

L a  révélation immunochimique consiste après une saturation d'une demi 

heure dans du lait gloria à 5% dans du tampon TNT (15 mM Tris.HC1 pH 8 

contenant du 140 mM NaCl e t  0'05% Tween 20)' à incuber la feuille de 

nitrocellulose avec une sonde monoclonale ou polyclonale pendant 1 heure dans 

le même tampon à température ambiante. Après 3 lavages successifs , la 

membrane e s t  incubée dans les mêmes conditions avec une dilution 

d'immunoglobulines marquées à la phosphatase alcaline (Proméga) ou à la 

peroxydase (Sigma) spécifiques du premier anticorps, Une dernière série de 

lavages es t  réalisée puis la révélation est  effectuée au Nitro blue tétrazolium/5- 

bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate ::TTB/BCIP, Proméga) lorsque le marqueur 

du deuxième anticorps e s t  la phosphatase alcaline. Le révélateur es t  le 3'3' 

diaminobenzidine (Sigma) quand le marqueur du deuxième anticorps est  la 

peroxydase. 
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11-9.4.4. Détection des protéines par coloration au nitrate 

d'argent. 

Après l'électrophorèse, les protéines séparées sont visualisées par 

coloration du gel d'acrylamide au nitrate d'argent seloi) la méthode de Mo- ~ i i s s e y  -' 

(1981). Le gel es t  traité successivement pendant 30 minutes par les fixateurs 

suivants: 

- méthanol distillé 50% e t  acide acétique pur  10% . 
- méthanol 5% e t  acide acétique 10%. 

- glutaraldéhyde 10% 

Ensuite le gel es t  rincé abondamment par au moins deux litres d'eau 

pendant 2 à 3 heures. Les protéines sont réduites par du dithiothréitol (5 pg/ml) 

puis le gel es t  trempé dans une solution de nitrate d'argent 0,1%. Après un 

rapide lavage à l'eau, la coloration est  développée par du carbonate de sodium 

3% contenant du formaldéhyde 0,018%. L a  coloration es t  arrêtée par de l'acide 

citrique 2'3 M pendant 10 minutes e t  le gel es t  lavé plusieurs fois à l'eau puis 

séché. 

11-10. PURIFICATION PAR AFFINITE DE DEUX ANTIGENES MAJEURS DE 

SURFACE P43 ET P23. 

11-10.1, Immunoadsorption par chromatographie d'affinité 

Les immunoglobulines des anticorps monoclonaux (T4 IFl2, T4 2Ei2) 

spécifiques des antigènes de surface P43 e t  23 sont purifiées par 

chromatographie d'échanges d'ions après  dessalage comme décrit dans le 

paragraphe 11-7.1.3. Nous avons préparé 10 ml d'immunoadsorbant pour chaque 

ascite purifiée e t  les deux colonnes d'affinité ont été montées en série. 



Au cours de la purification nous avons utilisé plusieurs tampons: 

* tampon A: Tris.HC1 50 mM pH 8,3 

NaCl 150 mM 

NP-40 0,5% 

EDTA 2 mM 

* tampon B: Tris.HC1 50 mM pH 8,3 

NaCl 150 mM 

NP-40 0,5% 

EDTA 2 mM 

Aprotinine 0 , l  mg/ml 

PMSF 1 mM 

* tampon C: Tris.HC1 50 mM pH 8,3 

NaCl 1 M 

NP-40 0,5% 

* tampon D: Tris.HC1 50 mM pH 8,3 

Déoxycholate de Na (DOC) 0,5% 

* tampon E: Diéthylamine.HC1 0 , l  M pH 11,5 

DOC O , l %  

200 m l  d'un lysat parasitaire de 2b.109 zoïtes (lyse effectuée avec le 

tampon B) ont été passés su r  les colonnes pré-équilibrées par le tampon A, 

pendant 24 heures avec recyclage, Les colonnes sont ensuite lavées par 300 ml 

de tampon C puis avec 50 ml du même tampon sans NaCl e t  enfin par 50 ml de 

tampon D. Ce dernier lavage es t  terminé à température ambiante e t  les colonnes 



5 1 

sont Gluées séparément par  2,5 volumes de tampon E. Les éluats sont directement 

dialysés e t  concentrés sous vide dans une cuve microprodicon. 

II- 10.2. Electroélution 

Les éluats dialysés e t  concentrés sont déposés dans un gel d'acrylamide 

préparatif. Après électrophorèse, les antigènes P43 e t  P23 sont localisés par 

rapport aux marqueurs protéiques puis découpés. Ils sont électroélués du gel 

dans une cuve ISCO (ISCO electroelution cup, ISCO Inc, Lincoln, Ne 68 505) à une 

puissance constante de 3 watts pendant 3 heures. 

La pureté de l'électroéluat es t  vérifiée en électrophorèse SDS-PAGE e t  

coloration au nitrate d'argent. 

11-10.3. Production des sérums polyclonaux monospécifiques 

Après trois cycles de purification, les protéines P43 e t  P23 ont servi à 

immuniser deux lapins par injection sous cutanée selon la technique de 

Vaitukaitis et al,, (1971) en injections séparées chacunes par 4 semaines. Les 

sérums immuns ont été collectés 2 semaines après la dernière immunisation. 

11-10.4. Contrôle de la spécificité des sérums immuns 

Les deux sérums ont été testés par l'immunoempreinte d'antigènes t~;*v,x 

de tachyzoïtes transférés s u r  nitrocellulose, par immunoprécipitations de 

tachyzoïtes iodés superficiellement e t  par immunofluorescence indirecte sur des 

tachyzoïtes fixés su r  lame. 



RESULTATS 



1- CAFtACTERISATION DES ANTIGENES DE SURFACE ET MARQUAGE RADIOACTIF 

METABOLIQUE DES TACHYZOITES INTRACELLULAIRES 

* 

1-1, Caractérisation immunoc';imique. 

Les cinq anticorps monoclonaux utilisés permettent d'identifier 

individuellement les AMS du tachyzoïte à partir de zoïtes superficiellement iodés 

e t  sur  immiinoempreinte (Couvreur et al. 1988). La comigration des protéines P30 

e t  P35 en SDS-PAGE non réductrice est  confirmée. 

Nous montrons par  immunoempreinte après  électrophorèse 

monodimensionnelle que les protéines P23 e t  P22 constituent chacune une famille 

de molécules distinctes donnant respectivement 5 bandes protéiques (Pl. 1: fig. 

A, pistes 4 & 6), e t  3 bandes protéiques (pistes 5 & '7). L'antigène majeur P30 

bien qu'étant formé d'une seule bande protéique dans ces conditions 

expérimentales (piste 3) se présente parfois sous la forme d'un doublet protéique 

(Pl. III: fig. B, piste 2). Les protéines P43 e t  P35 apparaissent toiajours comme 

une bande protéique unique (Pl. 1, fig. A, pistes 1, 2). 

L'analyse d'un lysat de tachyzoïtes iodés superficiellement par électrophorèse 

bidimensionnelle permet d'identifier facilement la protéine P43 qui présente 

nettement 3 isoforri,es distinctes de pHi (6,23; 6'3 e t  6'5: Pl. II, fig. A) ,  Les deux 

dernières isoformes produisent un signal plus intense aussi  bien après  

radioiodation qu'après ;%munoempreinte bidimensionnelle révélée avec l'anticorps 

monoclonal lFlz (Pl. II, fig. B). Toutefois l'anticorps monoclonal anti-P43 révèle 

également deux autres isoformes à pHi 6'2 e t  6,55 s u r  l'immunoempreinte. Malgré 

la faible intensité de l'isoforme à pHi 6'55, l'iodation superficielle e t  la révélation 

de l'immunoempreinte par  l'anticorps monoclonal montre que la protéine P43 

possède 5 isoformes distinctes. Alors que l'identification dans le lysat total de 
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la protéine P43 iodée es t  aisée, celle des quatre autres AMS est  difficile à cause 

de la complexité e t  la multiplicité des spots dans la région 30-35 kDa, de la 

comigration de la P30 & P35, e t  de la proximité des protéines P22 & P23 . Mais 

grâce, à une double révélation de l'immunoempieinte bidimensionnelle utilisant 

la phosphatase tilcaline pour les anticorps moizoclonaux spécifiques des protéi-es 

P43, P30 & P22 e t  la peioxydase pour les protéines P35 & P23, nous avons pu 

localiser les différentes molécules. La protéine P30 se présente sous la forme 

d'un complexe de 6 spots répartis en 3 doublets de pHi 6,5; 6,75 e t  6,95 tandis 

que la P35 montre une isoforme distincte e t  unique de pHi 5,9 (Pl. II, fig. B). Sur 

cette même figure la protéine P22 est  séparée en deux jsoformes de pHi 6,15 e t  

6,6 tandis que la protéine P23 forme une tache diffuse surplombant l'isoforme à 

pHi 6,15 de la P22. Ces résultats d'immunoempreinte permettent donc de localiser 

en électrophorèse bidimensionnelle, les cinq protéines majeures de surface des 

tachyzoïtes superficiellement iodés comme l'indique les flèches (Pl. II, fig. A). 

1-2. Marquage métabolique par les acides aminés tritiés. 

La figure B (Pl. 1) correspond à l'incorporation des acides aminés tritiés 

dans les protéines du tachyzoïte. Les anticorps monoclonaux immunoprécipitent 

les protéines P43, P35, P30, P22, e t  P23 dans ce lysat parasitaire tritié (pistes 

2, 3, 4, 5 e t  6). Lorsque nous réalisons un marquage court suivi de chasse, les 

immunoprécipitations montrent que les protéines P43 e t  P30 biosynthétisées au 

:ours du marquage court (Pl. 1, fig, C, pistes 1 & 4) comigretlt avec celles de la 

chasse (pistes 2 & 5) e t  du marquage long (pistes 3 & 6). La protéine P23 

marquée pendant 20 minutes montre un précurseur correspondant à la première 

bande protéique inférieure de la famille (piste 7 )  e t  les autres bandes 

supérieures de la famille apparaissent pendant la chasse (piste 8). L a  cinétique 

de biosynthèse de la protéine P35 es t  identique à celle des protéines P43 & P30 
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tandis que la famille protéique P22 présente une biosynthèse similaire à la 

protéine P23. * 

1-3. Acylation. 

L'incubation des tachyzoïtes intracellulaires avec de l'acide palmitique tritié 

(Pl. III, piste 1) ou de l'acide myristique tritié (Pl. III, piste 6) montre que les 

parasites incorporent ces deux acides gras  dans un grand nombre de protéines. 

Les immunoprécipitations réalisées sur  ces deux lysats à l'aide des anticorps 

nionoclonaux anti-surface révèlent que les tachyzoïtes incorporent dans les 5 

antigènes majeurs de sui-face de l'acide palmitique (les pistes 2, 3, 4, 5, et  12 

correspondent respectivement aux protéines P30, P43, P35, P22, e t  P23 kDa) e t  

de l'acide myristique (pistes 7, 8, 9, 10, 11). Les signaux radioactifs obtenus sont 

plus intenses pour l'acide palmitique. 

1-4, Incorporation d'éthanolamine. 

Quand les tachyzoïtes intracellulaires sont cultivés en présence 

d'éthanolamine tritiée les protéines de surface P43, P30, P22, P23 sont 

radiomarquées (Pl. III, fig.B, pistes 1, 2, 3 e t  4). Ce fluorogramme est  obtenu 

après  deux mois d'exposition. Dans nos conditions expérimentales nous 

n'observons pas de marquage pour la protéine P35, 

1-5. Incorporation de sucres radioactifs 

Quand les zoïtes intracellulaires sont cultivés en présence de glucosamine, 

de mannose, ou de galactose tritiés, un grand nombre de protéines radioactives 

sont retrouvées dans les profils électrophorétiques totaux (Pl. IV, pistes 1, 6 & 
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11) montrant que les parasites incorporent les trois sucres. Les anticorps 

monoclonaux ont permis d'identifier dans les trois lysats, les antigènes majeurs 

de surface. Les pistes 2, 3, 4, 5, 16 correspondent aux protéines P30, P43, P35, 

P22 e t  P23 radiomarquées par la glucosamine tritiée. Les protéines ayant 

incorporé le mannose sont analysées sur  ;es pistes 7, 8, 9, 10, e t  18 tandis que 

les immunoprécipitations correspondant au marquage avec du galactose sont 

déposées dans les pistes 12, 13, 14, 15, e t  17. Le profil total ainsi que les 

immunoprécipitations montrent une t rès  forte incorporation de la glucosamine 

par  rapport  aux deux autres sucres. L a  protéine P23 se caractérise par une 

incorporation particulièrement abondante de glucosamine (piste 16), 

Afin d'identifier les structures glycanniques portées par les AMS nous les 

avons traités par l'endogl~icosidase F (Boehringeï) qui est  capable d'éliminer les 

N-glycannes, Nous avons également réalisé des marquages métaboliques 

(utilisation d'acides aminés tritiés) en présence de la tunicamycine. Toutes ces 

tentatives de mise en évidence directe ou indirecte de N-glycannes se sont 

avérées infructueuses. Enfin, le traitement des AMS par l'acide ti-ifluorométhane 

sulfonique (TFMS) qui est  un agent chimique de déglycosylation des 

glycoprotéines (Edge et al,, 1981) nous a posé des problèmes de resolubilisation 

des protéines traitées. Nous n'avons donc pas réussi à les analyser en SDS- 

PAGE. 

1-6. Phosphorylation e t  identification des acides aminés phosphorylés. 

Les tachyzoïtes intracellulaires sont cultivés en présence d'orthophosphate 

radioactif (32~), puis les cinq antigènes de surface radiomarqués sont 

immunoprécipités par les anticorps monoclonaux (Pl. V , fig. A: les pistes 1, 2,  3, 

4 e t  5 correspondent respectivement aux protéines P43, P35, P30, P23, e t  P22). 

Les protéines P30 e t  P22 (pistes. 3 & 5) sont nettement plus phosphorylées que 
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les trois autres antigènes pour lesquels un signal n'apparaît qu'après un long 

temps d'exposition, L'analyse en électrophorèse bidimensionnelle des éluats 

d'immunoprécipitation montre que la protéine P43 possède 3 isoformes (pHi 6'3; 

6'5; 6'55) phosphorylées dont la plus intense est  l'isoforme à pHi 6'5 (Pl. V, fig, 

B). L'analyse de la protéine P30 dans les mêmis conditions expérimentales montre 

que ses deux isoformes à pHi 6'75 et  6'95 sont également phosphorylées (Pl. V, 

fig. C). En ce qui concerne la protéine P22 c'est l'isoforme à pHi 6'15 qui est  la 

plils phosphorylée. 

Après un long temps d'exposition, l'autoradiogramme de la figure A (Pl. V)  

révèle des bandes contaminantes dans les pistes 3 e t  5 correspondant aux 

protéines P30 & P22 phosphorylées. Nous avons donc repurifié ces molécules par 

électroélution après  immunoprécipitation e t  séparation électropho~étique avant 

d'entreprendre l'analyse des phosphoaminoacides. La pureté des électroéluats 

e s t  contrôlée par électrophorèse e t  le reste e s t  traité comnie nous l'avons indiqué 

dans le paragraphe 11-8. L'autoradiographie de l'électrophorèse s u r  plaque de 

silice des protéines P30 e t  P22 hydrolysées, montre dans les deux cas  une tache 

majeure comigrant avec le témoin phosphosérine e t  une tache plus faible au 

niveau de la phosphothréonine (Pl. V, fig. D, pistes 1 e t  2) .  La même 

autoradiographie montre une bande radioactive migrant & l'opposé des acides 

aminés phosphorylés. La nature de cette molécule sera discutée plus loin. 

1-7. Essai de déphosphorylation enzymatique des AMS 

Le traitement par  la phosphatase alcaline des protéines de surface P43, 

P30, P22 phosphorylées montre une diminution importante du signal radioactif 

par  rapport aux témoins non traités. Cette déphosphorylation visible en  

électrophorèse mono ou bidimensioi~nelle, es t  aussi quantifiable par comptage du 
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phosphore-32 libéré en scintillation liquide, ce qui nous a permis de l'estimer à 

environ 50%. ' 

Lorsque les protéines de surface traitées à la phosphatase alcaline sont 

analysées par  immunoempreinte avec les anticorps monoclonaux nous n'observons 

aucune différence de migration électrophorétique erzre  les AMS traités e t  leurs 

formes natives. 

II- PRODUCTION DES SERUMS MONOSPECIFIQUES ANTI-P43 & ANTI-P23 

11-1. Purification des deux protéines 

Des fractions enrichies en protéines P43 & P23 ont été obtenues par 

chromatographie d'affinité. Ces éluats sont séparés par électi-ophorèse en gel 

d'acrylamide e t  les bandes coi.respondantes sont découpées puis électroéluées. 

Les pistes 1 e t  2 de la planche V I  correspondent à la coloration au nitrate 

d'argent des  protéines P43 e t  P23 de surface des tachyzoïtes, purifiées par 

affinité. 

11-2. Caractéristiques des sérums polyclonaux moriospécifiques 

Les protéines P43 & P23 précédemment purifiées sont utilisées pour 

immuniser deux lapins. Les sérums immuns anti-P43 e t  anti-P23 testés en 

immunofluorescence indirecte, sorit t r è s  réactifs contre la membrane des 

tachyzoïtes. En immunoempreinte le sérum anti-P23 ne reconnaît qu'une molécule 

de 23 kDa (Pl. VI ,  piste 6) tandis que le sérum anti-P43 reconnaît une molécule 

de 41 kDa (comigrant avec la protéine P43) e t  plus faiblement une autre  protéine 

de 42 kDa (Pl. V I ,  piste 3). La démonstration de la réactivité anti-surface du 

sérum anti  P43 est  apportée par s a  capacité à immunoprécipiter l'antigène P43 
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(Pl. VI, piste 4) à partir d'un lysat de tachyzoïtes superficiellement iodés. Sur 

ce dernier point le sérum polyclonal anti-P23 est identique au sérum anti-P43. 

III- SENSIBILITE DES ANTIGENES DE SURFACE A LA PIPLC 

111-1. Traitement des toxoplasmes vivants par la PIPLC 

L'incubation de toxoplasmes iodés avec la PIPLC entraîne la solubilisation 

des quatre antigènes majeurs de surface (Pl. VII, fig. A, piste 5)  dans le 

surnageant, alors que les zoïtes ne montrent plus que des protéines mineures 

(piste 4). Lorsque les zoïtes iodés sont incubés sans la PIPLC la totalité des 

protéines majeures de surface demeure sur  les parasites (piste 2 )  et  le 

surnageant d'incubation correspondant (piste 3 )  montre une protéine de 66 kDa 

qui pourrait ê t re  de l'albumine adsorbée su r  les parasites. Contrairement à la 

PIPLC le traitement des tachyzoïtes par la phospholipase C (PLC: lécithine - 

spécifique) ne solubilise aucun antigène de surface, 

Nous avons également analysé l'action de la PIPLC su r  des promastigotes 

de Leishmania donovani (Pl. VII, fig, B) e t  sur  des sporozoïtes d9Eimeria 

n i e sch~~lz i  (Pl. VII, fig. C )  superficiellement iodés. Les promastigotes de 

Leishmania incubés avec la PIPLC e t  le surnageant correspondant montrent une 

seule protéine iodée de 67 kDa (Pl. VII, fig. B, pistes 4 e t  5). Les pi-omastigotes 

incubés sans la PIPLC présentent trois antigènes majeurs de surface de poids 

moléculaires 67, 50, et  23 kDa (piste 2)  e t  le surnage~i l t  correspondant, renferme 

une faible quantité de protéine de 67 kDa (piste 3). 

Les protéines de surface des sporozoïtes d9Eimeria sont pratiquement 

insensibles à la PIPLC (Pl. VII, fig. C, piste 4). On observe cependant une faible 

quantité du doublet protéique 23 e t  25 kDa dans le surnageant d'incubation (Pl. 

VII, fig. Cl piste 5). 



111-2: Comparaison de la migration électrophorétique des AMS traités 

e t  non traités à la PIPLC 

Les AMS solubilisés par la PIPLC e t  leurs formes natives non 'raitées sont 

analysés en parallèle par SDS-PAGE. Les protéines P43, P30 & P22 décrochées 

des  tachyzoïtes supei-ficiellement iodés migrent légèrement plus vite (Pl. VIII, 

fig. A, piste 2 )  que les formes natives cori.espondantes (piste 1). Ce 

comportement électrophorétique particulier des protéines solubilisées par la 

PIPLC est  confirmé par les immunoprécipitations réalisées avec les anticorps 

monoclonaux (Pl, VIII, fig. A, pistes 4, 6, e t  8) par rapport  aux protéines natives 

(pistes 3, 5, e t  7).  Les immunoprécipitations à l'aide de l'anticorps monoclonal 

2EI2 nous ont permis de constater que, contrairement aux trois protéines de 

surface décrites ci-dessus, la protéine de surface PZ3 traitée par la PIPLC a une 

migration électrophorétique plus lente que la forme native (Pl. VIII, fig. A, pistes 

9 e t  10). La protéine de surface P35 possède à cet égard un comportement 

identique à celui de la protéine P23 ainsi que celà peut être observé dans le 

profil total (pistes 1 e t  2). 

111-3. Désacylation des antigènes majeurs de surface par la PIPLC 

L a  PIPLC hydrolyse le groupement inositol-phosphatidyl en éliminant le 

diacylglycérol des protéines GPI-ancrées (schéma 6) .  Nous avons donc incubé u n  

lysat parasitaire marqué à l'acide palmitique avec cette lipase e t  réalisé des 

immunoprécipitations avec les différents anticorps monoclonaux. Le fluorogramme 

(Pl. VIII, fig. B)  montre que les 5 antigènes de surface ont complètement perdu 

le signal radioactif (pistes 2, 4, 6, 8, e t  10) qui es t  détecté dans les 
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immunoprécipitations de lysat incubé sans enzyme dans les mêmes conditions 

expérimentales (pistes 1, 3, 5, 7, e t  9). 

111-4. Mise en évidence de déterminants antigéniques communs sur  les 

antigènes de surface. 

111-4.1. Réactivité des sérums polyclonaux anti-P43 vis à vis des 

antigènes de surface clivés par la PIPLC 

En règle générale, les protéines ayant un GPI-ancrage e t  sensibles à !a 

PIPLC présentent des réactions antigéniques croisées (CRD: cross-reacting 

determinant) dues à l'existence de déterminants communs existant dans le 

domaine d'ancrage et  qui ne sont réactifs que lorsqu'ils sont démasqués par la 

PIPLC. 

Nous avons donc étudié la réactivité du sérum polyclonal anti--P43 sur  les 

quatre antigènes de surface des tachyzoïtes traités à la PIPLC. La figure C 

(Planche VIII) montre que le sérum anti-P43 reconnaît dans le lysat PIPLC trois 

antigènes de 35, 32, e t  22 kDa (piste 10) en plus du doublet 41-42 kDa qu'il 

reconnaît dans les tachyzoïtes non traités (piste 6). Le surnageant d'incubation 

des tachyzoïtes sans PIPLC ne montre qu'une légère réactivité au niveau de ce 

doublet (piste 8). 

Comme la révélation de l'immunoempreinte a été réalisé avec des tachyzoïtes 

superficiellement iodés, l'autoradiographie correspondante démontre que les 

trois protéines supplémentaires reconnues ,lzns le lysat PIPLC par le sérum anti- 

P43 comigrent avec les trois autres antigènes majeurs de surface des tachyzoïtes 

(Pl. VIII, fig. C, piste 5). Les protéines révélées par le sérum de lapin anti-P43 

s u r  les pistes 6, 7, 8, 9, e t  10 sont superposables à l'autoradiogramme des 

molécules radioiodées des pistes 1, 2, 3, 4, e t  5. 
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Le sérum polyclonal anti-P23 possède les mêmes propriétés que le sérum 

anti-P43 m a i s  avec une intensité de réaction plus faible. 

111-4.2. Réactivité d'un sérum polyclonal anti-VSG de Trypanosome 

vis à vis des  antigènes du toxoplasme 

Les antigènes de surface solubilisés par la PIPLC sont analysés en  

imnlunoempreinte avec un  sérum anti-CRD spécifique de l'antigène variable de 

surface (VSG: variable surface antigen) de Trypanosome. Ce sérum nous a été 

fourni par le Docteur Baltz T. (Université de Bordeaux) qui l'a préparé à partir  

de la forme soluble du VSG de Tz7ypanosoma brucei relarguée par la PIPLC 

endogène dans des conditions de cultures appropriées (Capdeville et al., 1986). 

En comparaison avec le sérum anti-P43 (Pl. VIII, fig, C, piste 11) la piste 1 2  

montre que le sérum anti-VSG a une réactivité intense vis à vis de la protéine 

P30 e t  une réactivité plus faible envers les trois autres protéines. D'autres 

protéines mineures reconnues par le sérum anti-P43 sont également reconnues 

par  le sérum anti-VSG. 

IV- ESSAI PRELIMINAIRE DE NEOSYNTHESE OU D'INVASION 

APRES CLIVAGE A LA PIPLC 

IV-1. Cinétique de clivage des AMS 

Des échantillons de tachyzoïtes superficiellement iodés sont incubés avec la 

PIPLC pendant des durées variables allant de 15 minutes à 1 heure. La figure 

A (Pl. IX, piste 7 )  montre que l'incubation des tachyzoïtes pendant 15 minutes 

à 37'C suffit à solubiliser tous les antigènes majeurs de surface y compris 

l'antigène de surface de 23 kDa visible su r  cette autoradiographie. 



IV-2. ~Néosynthèse des AMS 

Des tachyzoïtes radioiodés sont traités par la PIPLC pendant 30 minutes, 

puis resuspendus dans le milieu de culture normal e t  incubi.; à 37 " C  pendant 15 

ou 30 minutes. Ils sont ensuite iodés à nouveau e t  les protéines totales sont 

analysées par électrophorèse SDS-PAGE. Après 15 minutes, l'iodation des zoïtes 

préalablement traités par la PIPLC donne un profil difficilement lisible 

correspondant surtout 5 un bruit  de fond su r  toute la piste (Pl. TX, fig.B, piste 

4).  Après une demi heure, un léger signal es t  détecté au niveau des AMS, niais 

un bruit de fond important es t  également présent (piste 5). La piste i 

correspond aux protéines de surface initiales des tachyzoïtes siiperficiellemeiit 

iodés. Les pistes 2 e t  3 correspondent respectivement aux tachyzoïtes 

initialement traités par la PIPLC pendant 30 minutes e t  au surnageant 

d'incubation correspondant. 

IV-3. Essai préliminaire d'invasion après le clivage des AMS 

Des tachyzoïtes traités à la PIPLC pendant 15 minutes sont mis en présence 

d'un tapis cellulaire confluent de cellules Véro dans les conditions utilisées au 

laboratoire pour quantifier l'invasion. Une même quantité de zoïtes traités au 

PBS pendant 15 minutes est  déposée sur  une surface égale de tapis cellulaire. 

Après 4 heures les deux cultures sont fixées et  les tachyzoïtes intracellulaires 

numérés au miscroscope. 

Aucune différence n'a été observée en t re  les deux lots quant à leur capacité 

d'invasion. 



DISCUSSION 



1- Caractérisation des antigènes majeurs de surface 

Les quatre antigènes majeurs de surface (P43, P35, P30, P22) ont é té  

identifiés auparavant par d'autres auteurs (Handman e t  al., 1980; Kasper et al., 

1982; 1983). L'obtention d'anticorps monoclonaux spécifiques de tous ces  

antigènes e t  d'un nouvel antigène de surface (P23) a permis à Couvreur G. et al. 

(1988) de mieux les caractériser. Les résultats obtenus au cours de notre étude 

apportent des précisions s u r  ces molécules. 

Ainsi la révélation d'immunoempreinte après  SDS-PAGE montre que: 

1. Les AMS décrits comme des molécules de 22 kDa et 23 ltDa sont e n  

fait des familles protéiques. Ceci n'avait pas été observé a n t é r i e ~ ~ e ~ n e n t  car 12 

surcharge ou la surrévélation des immurioempreintes ou autoradiographies 

produit une tache unique où les bandes ne sont pas individualisées. L a  filiation 

précise entre  les différents composants des familles P22 e t  P23 reste à établir. 

Les électrophorèses bidimensionnelles précisent que la famille P22 e s t  

composée de 2 familles d'isoformes jumelles alors que la protéine P23 est  une 

famille unique. L'une des isoformes de la protéine P22 e s t  plus représentée à la 

surface des tachyzoïtes. Cette observation a également été mentionnée par  

Kasper e t  al. (1982) qui a publié pour cette molécule une isoforme fortement iodée 

à pHi 5'6 e t  une deuxième plus faiblement iodée à pHi 6'4. En aehors du fait qu'il 

précise que ces deux isoformes iodées ont un poids moléculaire de 22 kDa e n  

SDS. PAGE, il n'a pas identifié leur parenté immunologique que nohs wontrons par  

l'immunoempreinte de la figure B (planche II). Mais les isoformes P22 que nous 

avons obtenues ont des pHi de 6'15 e t  6'6. De plus nous confirmons également e n  

IEF dans le lysat de tachyzoïte superficiellement iodé e t  aussi pa r  

immunoempreinte avec l'anticorps monoclonal 2EI2, l'existence distirlcte par  

rapport  à la protéine P22, de la protéine P23 de surface. 



2. La protéine P30 montre fréquemment un  doublet protéique dont 

chaque élément est  constitué de trois isoformes distinctes iodées dont les deux 

plus intenses sont révélées par l'anticorps monoclonal. Ce doublet protéique e s t  

parfois observé par l'immunoprécipitation de :a protéine P30 suivie de SDS-PAGE 

e t  fluorographie: c'est le cas avec le marquage à l'éthanolamine (Pl. III, fig. B, 

piste 2). L'existence de ce doublet protéique P30 n'a jamais été rapportée 

antérieurement. Il es t  également possible que l'intensité de la révélation en  

immunoempreinte ait masqué ce doublet dans les travaux antérieurs. L'une des 

deux protéines pourrait ê t re  le p r é c i ~ r s e u ~  métabolique de la protéine P30 que 

nous n'avons pas réussi à mettre en évidence par le marquage court suivi de 

chasse. Ce doublet pourrait aussi représenter deux formes distinctes de la même 

moléciile d'autant plus que ces deux formes sont effectivement iodées à la 

surface des tachyzoïtes. Toutefois nous n'observons pas ces deux formes après  

la solubilisation par la PIPLC, De plus la séquence primaire déduite du gène 

(Burg et  al,, 1988) n'apporte pas d'éléments suggérant l'existence de deux formes 

de la protéine P30. Enfin, nous ne pouvons exclure une dégradation protéasique 

de la protéine P30 originelle puisque l'analyse des isoformes phosphorylées e n  

IEF fait apparaître sur tout  les molécules supérieures du doublet protéique avec 

une phosphorylation légèrement plus forte pour l'isoforme à pHi 6'95 par rapp0i.t 

à l'isoforme à pHi 6'75, 

Les travaux de Kasper (1987) montrent aussi à partir des tachyzoïtes 

superficiellement iodés que 1% protéine P30 possède trois isoformes de pHi 4'7; 

5,3; 5,6 alors que nous avons identifié un doublet protéique avec six isoformes 

ayant par binôme des pHi de 6'5; 6'75; 6'95. Ces différences seront discutées plus 

loin, 
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3, L a  protéine P35 montre une intensité relativement plus faible en 

toutes circonstknces par  rapport aux quatre autres protéines de surface. Sa 

faible abondance à la surface des parasites pourrait expliquer ces résultats, Par 

ailleurs nous n'avons pas réalisé au cours de ce travail une quantification réelle 

des quatres AMS e t  comme nous avons utilisé de2 anticorps monoclonaux e t  

polyclonaux, nos comparaisons quantitatives sont également le reflet de l'affinité 

et  de l'avidité de ces sondes pour leurs antigènes respectifs. Au vu des 

différences relatives observées entre les intensités radioactives des AMS, le 

problème de la quantification précise de ces antigènes est  également posé. 

Kasper et al. n'ont jamais mentionné dans leurs travaux le pHi de la 

protéine P35 en IEF. En revanche, les résultats de Handman et al. (1980) 

permettent d'identifier cette molécule mais ces auteurs n'ont pas obtenu une 

bonne résolution des AMS au cours de la première dimension e t  n'ont donc pas 

indiqué leurs valeurs de pHi. 

4. L a  protéine P43 es t  représentée par une bande unique en SDS-PAGE 

monodimensionnelle mais en  analyse bidimensionnelle, contrairement à la protéine 

P35, elle possède cinq isoformes identifiables. L'iodatiori de surface des 

tachyzoïtes révèle que les deux isoformes de pHi 6'3 & 6,5 de la protéine P43, 

sont les plus abondantes à la surface du zoïte vivant tandis que 

l'immunoempreinte réalisée avec l'anticorps monoclonal IFl2 indique que cette 

même molécule possède 5 isoformes immunologiquement apparentées, La cinquième 

isoforme (pHi 6,55) e s t  faible sur  ;'immunoempreinte (P1.11, fig. B) mais elle 

apparaît nettement lorsque la quantité de protéines analysées e s t  plus 

importante. L'étude en IEF de la protéine P43 phosphorylée montre que c'est 

l'isoforme de pHi 6'5 qui es t  la plus phosphorylée, 

La publication de Kasper et al. (1984) mentionne deux isoformes iodées de 

p H i  5'4 e t  5,6 pour la protéine P43, Ces deux isoformes sont probablement celles 
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que nous avons identifiées à pHi 6,3 e t  6'5 e t  une surexposition de 

l'autoradiogramme de cet auteur aurait pu faire apparaître la troisième isoforme 

qui es t  plus faiblement iodée. 

Handman et al., (1980) et Kasper e t  al., (1982, 1984, 1987) ont étudié en IEF 

les AMS 5 partir  d'un lysat de tachyzoïtes superficiellement iodés ou bl~t inylés  

tandis que nous avons analysé simultanément des AMS obtenus par iodation 

superficielle des tachyzoïtes, par immunoempreinte à l'aide des anticorps 

monoclonaiix, e t  par immunoprécipitation su r  le matériel parasitaire phosphorylé. 

Ces trois techniques nous ont donc permis de caractériser et  d'attribuer sans 

ambiguité les isoformes appartenant à chaque protéine de surface des 

tachyzoïtes. Dans l'ensemble, la comparaison de nos résultats et  ceux de Icasper 

et al. fait apparaître des différences sensibles sur  les pHi des AMS. Ces 

différences pourraient ê t re  expliquées par  la présence de SDS dans nos 

échantillons analysés en IEF. Dans un souci d'homogénéité, nous avons utilisé ce 

détergent dans toutes nos conditions expérimentales car il a servi à gluer les 

protéines radioactives immunoprécipitées par  les anticorps monoclonaux. 

Hormis ces différences concernant les pHi e t  l'existence de certaines 

isoformes, il apparaît dans les deux travaux que les protéines de surface P43, 

P30 e t  PZ2 possèdent plusieurs isoformes biochimiquement distinctes mais 

immunologiquement apparentées. Nos études n'ont pas permis d'obtenir des 

informations su r  les altérations biochimiques resporisables des différences entre 

les isoformes de chaque protéine, ni su r  les filiations éventuelles des AMS en  

cours de biosynthèse. Nous pensons cependant que i2 génèse des différentes 

isoformes doit ê t re  liée aux modifications post-traductionnelles que subissent ces 

antigènes. 

Enfin, nous ne pouvons pas exclure l'existence d'isoformes artéfactuelles 

provenant de la dégradation des protéines originelles en présence d'urée qui e s t  

utilisée lors des électrophorèses bidimensionnelles. 



II- Spécificité des  anticorps polyclonaux anti-AMS 

Des anticorps polyclonaux de lapins ont été produits respectivement contre 

les protéines de surface P43 et  P23. Le sérum polyclonal anti-P23 ne reconn2:t 

que cette molécule en immunoempreinte et  en immunoprécipitation. Par contre, le 

sérum anti-P43 reconnaît deux bandes en immunoempreinte: une bande majeure 

à 41 kDa e t  une bande mineure d'environ 42 kDa. La superposition 

d'immunoempreinte et  d'autoradiograpiiie d'AMS iodés montre que la baride à 41  

kDa est  la protéine majeure de surface P43. L'autre molécule reconnue étant 

probablement un contaminant copurifié e t  électïoélué avec la protéine P43 lors 

de la purification de cette derniere molécule, L'analyse de la réactivité de ce 

sérum en conditions non réductrices montre que les deux molécvles sont mieux 

séparées dans ces conditions, la bande mineure 42 kDa migrant & 66 kDa. Il 

semble ainsi qu'une préparation plus pure de la protéine P43 pourïaît ê t re  

obtenue si l'électroélution était réalisée après  électi-ophorèse en conditions non 

réductrices, bien que celà n'excluerait pas la présence possible d'autres 

contaminants. Ce défaut de spécificité du sérum polyclonal anti-P43 n'a pas 

empêché son exploitation car seule la protéine P43 es t  iodable e t  décrochée par 

la PIPLC. Cette protéine P43 peut donc être  identifiée individuellement par ce 

sérum. 

III- Etude de la maturation des AMS 

Des essais préliminaires de marquages métaboliques des tach yzoïtes avec 

plusieurs acides aminés radioactifs pris individuellement ont donné des signaux 

d'intensités relatives t r è s  variables pour les cinq AMS. Nous avofis utilisé un 

mélange de cinq acides aminés tritiés afin d'obtenir simultanément des marquages 
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exploitables pour les cinq AMS. Les marquages métaboliques courts suivi de 

chasse nous ont donc permis d'identifier pour les protéines P22 e t  P23 un 

précurseur correspondant à l'un des composants de la famille, La diminution 

relative d'intensité de ce précurseur lors de la chasse suggère qu'il es t  à 

l'origine des autres tnembres de la famille, de masse moléculaire plus élevée. Pour 

les trois autres AMS (P43, P35, P30) nous n'avons pas pu mettre en évidence de 

précurseur par différence de masse moléculaire. Ces deux comportements 

diffèrent de ceux décrits pour des molécules contenues dans les organites des 

tachyzoïtes e t  en particulier dans les rhoptries. Sadak e t  al. (1988) ont en effet 

décrit la biosynthèse de précurseurs de protéines de rhoptries dont la 

maturation en cours de chasse conduisait à des produits de masse moléculaire 

plus faible. Dans ce cas il semblait donc s'agir d'une maturation par protéolyse. 

Par ailleurs, la totalité des précurseurs était rapidement convertie en 

protéines matures. En ce qui concerne les protéines P22 e t  P23, cette conversion 

semble plus lente et  incomplète pendant une heure de chasse. La maturation se  

traduit  en outre par une augmentation de poids moléculaire, qui évoque par 

exemple l'addition de résidus glycanniques. Une analyse plus fine de la 

maturation des protéines P22 e t  P23 reste donc à réaliser pour expliquer les 

résultats obtenus. 

Dans le cas des protéines P43, P35, P30, la démonstration de l'ancrage GPI  

laissait penser qu'il serait possible d'observer transitoirement un précurseur 

comportant le signal peptidique hydrophobe classiquement remplacé par la 

~tr.:~:ture d'ancrage lors de la maturation CO-traductionnelic (Low, 1987; 

Ferguson e t  Williams, 1988). Cependant, le fait que d'une part, il e s t  souvent 

nécessaire de réaliser des marquages extrêmement courts (environ 1 minute) 

pour observer le précurseur (Bangs e t  al., 1985; Ferguson e t  al., 1986) peut 

expliquer l'absence de précurseur identifiable dans nos expériences. D'autre 
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par t  la substitution du GPI au peptide hydrophobe clivé pourrait également 

compenser la différence de masse moléculaire. 

IV- Mise en évidence d'un GPI-ancrage s u r  les AMS 

De nombreux travaux antérieurs ont  montré qu'un grand nombre de 

proteines membranaires subissent des modifications CO- ou post-traductionnelles 

conduisant à leur ancrage GPI dans la membrane. L'une des caractéristiques de 

ce type d'ancrage es t  sa sensibilité à l'action de la phosphatidyl-inositol 

phospholipase C (PIPLC). Nous avons donc analysé l'effet de la PIPLC sur  les 

AMS des tachyzoïtes. 

Nos résultats démontrent que tous les ANS des tachyzoïtes de T. gondii 

superficiellement iodés sont décrochés par  la PIPLC. La démonstration de la 

spécificité de cette solubilisation repose s u r  2 observations: 

1. il ne s'agit pas de l'action de protéases qui auraient pu contaminer 

la préparation PIPLC car les AMS sont insensibles in situ aux protéases telles 

que la trypsine, la chymotrypsine e t  la papaïne, mais ils sont complètement 

dégradés par ces protéases lorsqu'ils sont solubilisés par un détergent. Comme 

les AMS ne sont pas protéolysés après leur décrochage par la PIPLC, il semble 

possiole d'exclure une activité protéolytique dans la préparation de PTPLC. Ceci 

a par ailleurs été établit par Jean et al., (1988) et  Taguchi et al., (1978). L'étude 

comparaL7 ,-e des migrations électrophorétiques des AMS traités par la TTPLC e t  

de leurs formes natives, montre des différences de mobilité électrophorétique 

déjà signalées dans la littérature. En effet sur  d'autres modèles de protéines 

GPI-ancrées l'élimination du diacylglycérol entraîne une migration soit plus lente 

(Cardoso de Almeida et al., 1983; P43, P30 e t  P22 dans notre cas), soit plus rapide 

(Davitz et al., 1986; P35 e t  P23 pour les tachyzo'l'tes). 



2. il existe sur  les AMS des déterminants antigéniques communs (CRU) 

démasqués par la PIPLC e t  révélés par le sérum hétérologue anti-CRD de 

Tz.ypanosoma brucei (anti-VSG soluble) ainsi que par le sérum homologue anti- 

P43 de Toxoplasma gondii (anti-surface P43 des taczyzoïtes), La protéine majeure 

de surface P30 montre une réactivité anti-CRD plus forte que les trois autres, 

Nage1 et a!. (1989) ont indépendamment démontré que la protéine majeure 

de surface P30 est  sensible au glycosyl-phosphatidyliriositol phospholipase C 

(GPI-PLC) de trypanosome qui est  une lipase de la même famille que la PIPLC 

mais avec une spécificité plus étroite pour le groupement glycosyl, suggérant 

ainsi qu'une structure glycannique serait bien présente dans l'ancrage GPI des 

AMS comme c'est le cas pour toutes les protéines de cette famille. Cette équipe 

a également montré que cette protéine majeure es t  sensible à la PIPLC. 30s 

résultats confirment ceux de ces auteurs pour la protéine P30 e t  nous 

démontrons le même type d'ancrage pour les quatre autres  antigènes de surface. 

Les molécules d'éthanolamine, d'acide gras, de sucre,  e t  de phosphate sont 

les éléments constamment rencontrés dans les motifs d'ancrage des protéines GPI 

ancrées. Ceci a justifié notre étude de l'incorporation de ces molécules dans les 

AMS. 

V- Acylation 

Les tachyzoïtes intracellulair-ts incorporent in vitro les acides palmitique 

e t  myristique radioactifs dans tous les antigènes majeurs. De plus le signal 

radioactif des AMS marqués avec de l'acide palmitique es t  éliminé par la PIPLC 

tandis que le même signal n'est pas affecté par un traitement à l'hydroxylamine 

qui e s t  reputé décrocher les acides gras  attachés aux protéines par une liaison 

thioester (Olson et al., 1985). Ces derniers résultats apportent des arguments 
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supplémentaires en faveur  de l'existence de l'ancrage GPI  des AMS. Les acides 

palmitique e t  myristique sont les deux acides gras les plus fréquemment 

rencontrés au cours de  l'acylation des protéines membranaires. Chez le 

tachyzoïte le signal radioactif correspondant à l'incorporation d'acide palmitique 

e s t  beaucoup plus intense que celui de l'acide myristlejue. Cette constatation e s t  

valable pour les protéines totales e t  les AMS dii parasite. Nos résultats actuels 

ne permettent pas de savoir s i  les deux acides gras sont simultanément 

incorporés dans les protéines, ce qui serait inhabituel bien que l'incorporation 

simultanée des deux acides gras ait été également décrite pour la phosphatase 

alcaline des cellules Hela (Jemmerson et al., 1987) qui es t  aussi une protéine GPI- 

ancrée. Le parasite pourrait également r6aliser une interconversion entre les 

deux acides gras  aboutissant à une forme unique pouvant être soit l'un des deux 

acides gras, soit une au t r e  forme de conversion qui serait incorporée dans les 

AMS. Ce phénomène d'interconveïsion a été observé chez les cellules eucaryotes 

par  Olson et al. (1985) qui ont démontré une élongation e t  une incorporation de 

l'acide myristique (C14) dans les protéines sous la forme d'acide palmitique ( C l G ) .  

La faible incorporation de l'acide myristique dans les AMS pourrait donc 

s'expliquer par  une interconversion faible en acide palmitique, mais nous ne 

pouvons écarter l'existence d'une acylation utilisant indifféremment les deux 

acides gras. 

Nage1 et al. (1989) ont  aussi montré que de l'acide palmitique e s t  incorporé 

dans la protéine P30 p a r  marquage métabolique des tachyzoïtes. Ces a u t e u ~ s  ont 

ensuite analysé les produits de cli\:-,?e de la protéine P30 par la PIPLC e t  la 

phospholipase A2. Cette dernière lipase décroche spécifiquement l'acide gras en  

position sn-2 du  diacylglycérol, Leurs résultats démontrent que l'ancrage 

glycolipidique de la protéine P30 renferme une molécule de structure 1'2-diacyl- 

glycérol qui ne migre pas comme un dipalmitique-glycérol. De même, leurs 

tentatives de caractérisation précise de l'acide gras présent dans cette molécule 
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suggèrent que l'acide gras serait transformé e t  secondairement transféré dans 

l'ancrage. Ces ,résultats pourraient expliquer l'incorporation simultanée des 

acides palmitique et  myristique que nous obtenons au cours de nos expériences 

de marquage métabolique e t  sont aussi en faveur  d ' in te r~onve~s ion  entre  l'acide 

gras  fourni aux parasites e t  celui qui est  réellement irico--paré dans l'ancrage. 

La mise en évidence de l'ancrage GPI nous a conduit à nous interroger sur  

l'existence possible d'une PIPLC, comme c'est le cas chez Trypanosoma brucei 

(Cardoso de Almeida e t  Turner, 1983). Une telle enzyme aurait pu être impliquée 

dans la translocation superficielle des AMS décrite par certains auteurs 

(Dubremetz et al., 1985; Sibley et al., 1988). Nous n'avons pas été capable de 

mettre en évidence une telle activité chez Toxoplasma gondii dans les conditions 

où elle es t  révélée chez T~.,~panosoms brucei. Ce résultat négatif ne permet 

toutefois pas de conclure à son absence, car  elle peut être t rès  peu abondante 

ou exprimée dans des conditions particulières ou dans des périodes t rès  limitées. 

VI- Incorporation d'éthanolamine dans les AMS 

Nous avons montré que les parasites incorporent de l'éthanolamine dans 

les protéines P43, P30, P22, e t  P23, Dans nos conditions expérimentales nous 

n'observons pas de marquage pour la protéine P35 mais cette molécule es t  

probablement moins abondante que les autres protéines de surface des 

tachyzoïtes e t  par conséquent elle produit généralement un signal radioactif 

plus faible par rapport aux autres, Le fluorogramme correspondant à 

l'incorporation d'éthanolamine par les zoïtes étant obtenu après deux mois 

d'exposition, la visualisation de la protéine P35 nécessiterait probablement un 

temps d'exposition beaucoup plus long. 

La structure complète du motif d'ancrage montre généralement la présence 

d'une ou de deux molécules d'éthanolamine (Homans e t  al, 1988). La visualisation 
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du marquage des protéines GPI-ancrées marquées par cette molécule se heurte 

à deux difficultés: 

- longue durée du marquage métabolique des cellules (18 heures). 

- t r è s  longue durée d'exposition des fluorogrammes (2  à 6 mois). 

L'importance de ces difficultés dépend du matériel I~lologique e t  des 

protéines membranaires étudiées. C'est le cas de la phosphatase alcaline des 

cellules Hela pour laquelle Jemmeison et al. (1987) ont eu Tecours au  butyrate de 

sodium pour augmenter la quantité protéique cellulaire globale synthétisée. En 

effet le traitement des cellules eucaryotes par cet acide gras  à courte chaîne de 

carbones, inhibe les désacétylases (Sealy et  Chalkley, 1978) et  provoque donc 

une augmentation de l'acétylation des histones se traduisant dans un premier 

temps, par une augmentation de la transcription de l'ADN e t  secondairement par 

u n e  traduction plus élévée. Airisi, en augmentant le métabolisme global des 

cellules Hela, ces auteurs ont réalisé des marquages à l'éthanolamine pendant 4 

heures e t  obtenu plus rapidement les fluorogrammes. Nos essais d'utilisation de 

butyrate de sodium sur  les cellules infestées par le toxoplasme n'ont pas donné 

des résultats satisfaisants. 

VII- Glycos ylation 

Les zoïtes intracellulaires incorporent des monosaccharides tritiés tels que 

la glucosamine, le mannose e t  le galactose dans un grand nombre de protéines 

parasitaires ainsi que dans les AMS comme le 2:montre la planche IV. Nous avons 

choisi ces trois sucres car  ils font partie de ceux qui sont fréquemment 

rencontrés dans les copules N- ou O- glycanniques. 

Bien que ces sucres soient incorporés dans tous les AMS, la protéine P23 

se  distingue nettement des autres par une t r è s  forte incorporation de  

glucosamine alors qu'elle e s t  difficilement iodable e t  que les acides aminés, les 
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acides gras  e t  le phosphore y sont faiblement incorporés. Une analyse plus 

approfondie sera nécessaire pour expliquer cette différence entre  la protéine 

P23 "glucosamine-riche" e t  les autres AMS. 

Jusqu'k présent, nous n'avons aucune donnée su r  la nature exacte des 

glycannes portés par les AMS. Dans ce domaine la littérature a fourni des 

résultats imprécis e t  contradictoires (Handmam et al., 1980; Mauras et al., 1980). 

Nos résultats montrent que les tachyzoïtes incorporent les monosaccharides 

tritiés dans les AMS mais  nous ignorons si les signaux radioactifs obtenus 

proviennent uniquement de l'ancïage ou d'autres structures oligosaccharidiques 

telles que les O- ou N-glycannes. Les essais préliminaires de perturbation de la 

biosynthèse par l'utilisation de la tunicamycine pendant les marquages 

métaboliques sont restés  infructueux. Mais nous ne savons pas si les conditions 

actuelles d'utilisation de cette drogue sont efficaces sur  le toxoplasme. D'autre 

part ,  la déglycosylation chimique par utilisation de d'acide trifluorométhane 

sulfonique n'a pas donné de résultats, faute de pouvoir resolubiliser les 

protéines dans du SDS e t  analyser l'action de ce produit sur  les antigènes de 

surface en SDS-PAGE. Ces tentatives de caractérisation des glycannes devront 

ê tre  poursuivies par des  études ultérieures plus approfondies pour identifier 

e t  caractériser les glycannes des AMS du  tachyzoïte. La distinction entre  les 

s t ructures  oligosaccharidiques de l'ancrage e t  de la copule protéique demande 

un choix judicieux des techniques à utiliser pour l'étude de la glycosylation des 

AMS. Des e ~ p é ~ i e n c e s  ultérieui-es plus fines par l'analyse des cartes peptidiques 

(CNBR, protéases) permettront de localiser les différents c;.30tifs glycanniques 

afin de pouvoir les caractériser. Ces études apporteront des informations 

originales su r  la glycosylation chez les sporozoaires car ce domaine e s t  quasi 

inexploré. 



VIII- Phosphor ylation 

La recherche d'autres types de modifications post-traductionnelles nous a 

conduit à étudier la phosphorylation des AMS. Nous avons ainsi montré que les 

tachyzoïtes i n c o r ~ p ~ r e n t  intensément l'orthophosphate ( 3 2  P) dans les protéines 

P30 e t  P22 e t  moyennement dans la protéine P43. Une exposition plus longue est 

nécessaire pour observer le signal radioactif des protéines P35 e t  P23. Le site 

d'hydrolyse de la PIPLC étant le groupement phosphatidylinositol la 

phosphorylation des AMS reflète t rès  probablement l'existence d'une oii plusieurs 

molécules de phosphore dans l'ancrage. Mais l'intensité du marquage des 

protéines P30 e t  P22 suggère qu'elles pourraient incorporer dix phosphate en 

dehors de l'ancrage. Nous avons donc étudié la présence éventuelle de résidris 

d'acides aminés phosphorylés dans ces deux AMS. Nos résultats montrent que les 

protéines P30 e t  P22 contiennent majoritaiiemeïit de la phosphosérine. 31 a i s  

nous avons également découvert un composé migrant en sens opposé aux acides 

aminés phosphorylés. Nous pensons qu'il s'agit du composé phosphorylé de 

l'ancrage, De plus nous avons aussi observé que les protéines P30 e t  P22 

marquées à la glucosamine puis hydrolysées e t  analysées dans les mêmes 

conditions expérimentales que les protéines phosphorylées, ne présentent que le 

composé migrant dans le sens opposé aux témoins d'acides aminés phosphorylés. 

Le sens de migration de ce composé pourrait être expliqué par sa composition 

probable en glucosamine e t  en  éthanolamine liii conférant à pH 1'9 une charge 

pc~i t ive ,  ce qui entraîne une migration vers la cathode. ~a présence de 

phosphate su r  les acides aminés e t  dans l'ancrage suggère que la 

phosphorylation des AMS se  réalise sur  deux accepteurs différents (ancrage e t  

acides aminés) e t  par conséquent deux types de kinases pourraient être 

impliqués dans ce phénomène. D'après la s t ructure primaire de la protéine P30 

(Burg et al., 1988) il y a autant  de sérines que de thréonines dans cette molécule 
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e t  nos résultats suggèrent que la phosphorylation serait plutôt à attribuer à 

une sérine kingse. La phosphorylation des AMS en dehors de l'ancrage est  une 

donnée nouvelle puisque les protéines membranaires phosphorylées sont 

généralement transmembïanaires e t  que le site phosphoïylable e s t  localisé dii 

côté cytoplasmique, L'ancrage GPI  des protéines leur impose une localisation 

extracellulaire e t  les sites phosphorylés des AMS sont donc t r è s  probablement 

extracellulaires, La phosphorylation pourrait être un  marqueur de la maturation 

e t  du transit  intiaparasitaire de ces AMS vers  la pellicule, Toutefois la 

glycosylation des AMS pourrait ê t re  aussi impliquée dans ce processus de 

maturation en association avec la phospliorylation. Des investigations ultérieures 

seront nécessaires pour étudier plus finement les modifications post- 

traductionnelles subies par ces AMS ainsi que le rôle biologique de ces 

altérations. 

IX- Incorporation des métabolites radioactifs chez les tachyzoïtes 

extracellulaires 

Nous ignorons quelles modifications post-traductionnelles interviennent 

chez les tachyzoïtes extracellulaires. Lorsque les tachyzoïtes extracellulaires 

sont incubés pendant un temps variable avec les métabolites cités plus haut e t  

pouvant ê tre  utilisés au cours des altérations post-traductionnelies, nous 

n'avons obtenu aucun signal radioactif tandis que dans les mêmes conditions ces 

zoïtes contini~ont d'incorporer les acides aminés tritiés. Nous ignorons s i  les 

tachyzoïtes hors des cellules hôtes peuvent éventuellement utiliser un stock de 

précurseurs préexistants pour réaliser la maturation des AMS lors de leur 

biosynthèse. Le traitement des protéines synthétisées par les toxoplasmes 

extracellulaires avec la PIPLC, devrait donc permettre de savoir si ces parasites 

acheminent les AMS à leur surface en dépit de l'absence d'incorporation d'acide 
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gras  quand ils sont en dehors des cellules hôtes. Bien que Krug et al. (1989) 

aient montré que les tachyzoïtes extracellulaires étaient capables de synthétiser 

de I'ARN et de l 'ADN et  qu'ils étaient encore viables au bout de 16 heures dans 

certaines conditions de milieu, le tachyzoïte en situation extracellulaire es t  dans 

un état relativement artificiel. En ef"e?t, la destinée du tachyzoïte es t  l'invasion 

e t  il ne peut se  multiplier hors d'une cellule. Le métabolisme du tachyzoïte 

extracellulaire es t  donc sans doute la persistance momentanée des activités 

intracellulaires, mais sans  que l'on sache s'il es t  le reflet exact de la situation 

intracellulaire, e t  pour combien de temps. S'il semble persister une biosynthèse 

protéique (et  même quelques processus de maturation : Dubremetz, communication 

personnelle), le trafic intracellulaire dans ces conditions est  inconnu. Ainsi les 

modifications post-tradtictionnelles (GPI ) e t  l'expression des AMS ne sont pas 

connues chez les tachyzoïtes extracellulaires. Ces études pourraient permettre 

d'avcir des informations utiles s u r  la dépendance ou l'indépendance de ces 

parasites envers  certains métabolites ou des intermédiaires métaboliques issus 

de la cellule hôte. 

X- Réinvasion des cellules hôtes par des tachyzoïtes traités par la 

PIPLC 

L'étude de la cinétique d'hydrolyse des protéines de surface des 

tachyzoïtes pa r  la PIPLC nous a permis de déterminer le temps minimal pour 

solubiliser la totalii5 des  AMS. Notre but étant de préserver la viabilité des 

tachyzoïtes afin d'entreprendre les expériences de néosynthèse. Nous avons 

observé la réapparition d'antigènes de surface iodables sur  les tachyzoïtes 

traités une fois par la PIPLC. M a i s  comme le montre l'autoradiographie, la 

quantité de protéines majeures de surface à nouveau iodables étant  faible, nous 

n'avons pas la certitude de l'intégrité des parasites ayant subit  une première 



80 

iodation, l'incubation avec la PIPLC puis une réiodation. Nous ne pouvons exclure 

l'iodation des formes cytoplasmiques des protéines majeures de surface d'autant 

plus que le nombre de protéines ~nineures iodables es t  beaiicoup plus élévé dans 

ce cas. Les essais préliminaires de réinvasion avec les tachyzoïtes traités par la 

PIPLC montrent que les parasites étaient capable: d'envahir les cellules hôtes 

mais nous ne savons pas s'ils sont capables de se  développer e t  de plus nous 

pensons que ces essais doivent ê t re  répétés e t  les conditions expérimentales 

améliorées. Il es t  donc difficile de définir l'implication réelle des AMS dans 

l'invasion car il semble que les protéines majeurs de surface peuvent 

réapparaître après leur décrochage par la PIPLC. 
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Nos études expérimentales ont ainsi permis de caractériser l'ancrage des 

cinq antigènes .majeurs de surface des tachyzoïtes dans la pellicule parasitaire 

via la structure GPI (Tomavo et al., 1989). L'observation d'un tel ancrage pour 

les cinq AMS des tachyzoïtes est  un fait inhabituel car chez les cellules 

eucaryotes coe:;lstent géiiéralement des protéiiies de surface GPI ancrées ;.t 

transmembranaires. Notre description des protéines superficielles n'est pas 

exhaustive car nous nous sommes surtout intéressé aux protéines majeures 

iodables. Le tachyzoïte de Toxoplasmn g-ondii possède également des protéines 

mineures faiblement iodables qu'il sera intéressant d'analyser d'autant plus que 

les récents travaux de Fuhrman et al,, 1989 indiquent que deux protéines 

superficielles mineures de 60 et  67 liDa se  lient à la laniinine e t  potentialisent 

l'invasion des cellules hôtes par les tachyzoïtes. Il faudra en particulier 

déterminer le mode d'insertion de ces protéines. Notons que la dénomination de 

protéines majeures e t  mineures est  basée s u r  des  intensités d'iodation sur  les 

tachyzoïtes vivants ou de leur immunogénicité chez l'hôte infesté e t  ne témoigne 

pas de leur réelle abondance. La biotinylation des tachyzoïtes vivants met eri 

évidence des protéines de surface non détectées par l'iodation de surface 

(Kasper, 1987). Des études quantitatives sont nécessaires pour appréhender 

l'abondance relative des protéines de surface les unes par rappport aux autres. 

Ces données quantitatives ne préjugeraient toutefois pas de leur importance 

biologique, une protéine mineure pouvant avoir de ce poir,t de vue uri rôle aussi 

capital qu'une molécule abondamment représentée. 

L'ancrage GPI es t  donc le mode majeur d'insertion des A!:? dans la pellicule 

du tachyzoïte; nous ignorons si  ce type d'ancrage a une signification biologique. 

. Les protéines GPI  ancrées déjà décrites présentent une telle diversité de 

fonctions biologiques que ce seul élément ne permet pas de déduire des 

hypothèses quant à leur fonction. En revanche il semblerait que ce type 

d'ancrage confère aux protéines de surface une mobilité plus grande dans la 
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bicouche membranaire (Low, 1987; 1988~). Ces propriétés de mobilité pourraient 

intervenir l o r s 2 d e  l'invasion quand s'établit la jonction mobile ou pendant le 

"capping" e t  le "shedding" des AMS par le tachyzoïte (Dubremetz e t  al., 1985; 

Sibley et al., 1988). Le rôle biologique des antigènes majeurs de surface des 

tachyzoïtes de Toxoplasmc gondii demeure inconnu comme c'est le cas pour toutes 

les molécules de surface des sporozoaires. Les expériences de mutagenèse ont 

montré que les mutants P22 de tachyzoïte sont encore viables alors que la 

protéine P30 serait indispensable pour le parasite. Les essais de caractérisation 

des protéines superficielles des deux autres stades du toxoplasme (bradyzoïte, 

sporozoïte) ont montré qu'ils possèdent des AMS différents de ceux du 

tachyzoïte. Notre connaissance de la biologie de ces différents stades es t  t rop 

sommaire pour en tirer des  coiiclusions; il semble cependant que le tachyzoïte 

soit la forme qui présente les activités métaboliques les plus intenses, e t  ses  

AMS pourraient y jouer, par exemple, un rôle de transporteurs de divers 

métabolites. Sibley et al,, (1986, 1988) ont observé des AMS dans le réseau 

tubulovésiculaire ("network") existant dans la vacuole parasitophore e t  pensent 

que ces molécules de surface présentes en dehors du parasite, augmenteraient 

leur surface d'échange avec le milieu extérieur. Mais ces hypothèses sont à 

vérifier e t  il e s t  aussi possible que les AMS présents dans ces "network" soient 

des protéines de surface modifiées. 

La biosynthèse de l'ancrage des AMS e t  les sites d'accrochage reste aussi 

à étudier. Ceci pourrait apporter des informations su r  les voies de synthèse 

métaboliq::~ du tachyzoïte. Par ailleurs nous avons trouvé que les protC:-7es P30 

e t  PZ2 sont également phosphorylées sur  des résidus de sérine e t  que la 

protéine PZ3 présente des  différences sensibles par rapport  aux autres car à 

l'exception de l'incorporation des sucres elle es t  t r è s  faiblement marquée par les 

autres  précurseurs radioactifs, Ces résultats suggèrent une hétérogénéité dans 

la biosynthèse de ces protéines de surface. Les autres  modifications post- 
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traductionnelles que peuvent subir les AMS restent à préciser. Nous ignorons 

par exemple s'il's sont N- ou O-glycosylés. Des recherches plus approfondies su r  

les modifications post-transcriptionrielles sont doiic nécessaires e t  elles 

pourraient apporter des informations utiles sur  l'acheminement de ces protéines 

vers  la pellicule e t  les sites de maturation qh'elles traversent, car chez les 

sporozoaires, ces données de la biologie sont totalement inconnues. L'ancrage G P I  

a été décrit ou fortement suggéré chez Plasmodium falcipaz-nm: la protéase P76 

(Braun Breton et al., 1988), le ciïcumsporozoïte antigène (CSP) des sporozoïtes 

e t  la protéine majeure Pl95 des schizontes de Plasmodium falciparum (Haldar et 

al., 1985). La facilité d'obtention du toxoplasme ainsi que l'isolement et  la 

purification des formes rapides de dissémination (tachyzoïte) font de ce 

sporozoaire un bon modèle pour étudier la biologie e t  la biochimie des protéines 

de surface dans ce groupe. 

Les antigènes majeurs de surface des tachyzoïtes de Toxoplasma gondii 

sont également impliqués dans la réponse immune de l'hôte e t  pourraient ê t re  

des outils potentiels pour la mise au point de vaccin e t  de réactifs de diagnostic. 

Une meilleure connaissance des propriétés immunochimiques pourrait guider le 

choix des fragments intéressants par recombinaisons génétiques d'autant plus 

que Burg et al. (1988) après  avoir séquençé le gène de la protéine majeure de 

surface, ont montré que la reconnaissance de cette molécule par les anticorps 

ne dépend pas uniquement de la chaîne peptidique mais aussi probablement de 

ses  modifications post-traductionnelles. Dans ce domaine, la détermination des 

cartes peptidiques immunoréacti /v\s, de la part  jouée par les modifications post- 

traductionnelles que portent les fragments e t  par conséquent leur 

immunogénicité permettraient d'élaborer des outils efficaces pour la protection 

e t  le diagnostic. Il e s t  donc capital tant pour l'intérêt fondamental que pour les 

applications potentielles thérapeutiques, d'explorer plus avant le domaine de 

recherches que nous avons abordé au cours de ce travail. 
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PLANCHES 



PLANCHE 1: 

IDENTIFICATION DES AMS DES TACHYZOITES DE Toxoplasma gondii. 

Figure A: Révélation des AMS par les anticorps monoclonaux après 

électrophorèse en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) e t  transfert  sur 

nitrocellulose: 

1- P43 (1F12) 

2- P35 (3F12) 

3- P30 (1E5) 

4- P23 (2E12) 

5- P22 (3Gll)  

Les pistes 6 e t  7 sont identiques aux immunoempreintes des protéines P23 et  P22 

(pistes 4 & 5) mais des dépôts protéiques moins importants sont réalisés, 

permettant de distinguer les familles protéiques. 

Figure B: Analyse électrophorétique de l'incorporation métabolique des 

acides aminés radioactifs par  les tachyzoïtes: 

1- Protéines totales radiomarquées. 

2, 3, 4, 5, 6: Immunoprécipitation des protéines de surface P43, P35, P30, 

P22, P23 radiomarquées par les anticorps monoclonaux. 

Figure C: Biosynthèse des AMS par marquage court suivi de chasse 

1, 2, 3: Immunoprécipitation de la pcotéine P43 

4, 5, 6: Immunoprécipitation de la protéine P30 

7, 8, 9: Immunoprécipitation de la protéine P23 

1, 4,7: Protéines immunoprécipitées après le marquage court de 15 minutes 

2, 5, 8: marquage coürt de 15 minutes suivi d'une heure de chasse. 

3, 6, 9: marquage long de 6 heures. 
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PLANCHE II 

A ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DES AMS 

lère dimension: Isoélectrofocalisation selon OIFarrel (1975) 

Le dépc. est réalisé du côté de la cathode (-) e t  la migration se fait vers  l'anode 

(+) dans le sens de la flèche. 

Zhe dimension: Electrophorèse en gel polyacrylamide-SDS (gel de concentration 

à 12%) en conditions non réductrices. 

Figure A: Aiitoradiogiamme des AMS superficiellement iodés su r  les 

tachyzoïtes vivants par l'utilisation de la lactoperoxydase. 

Les cinq antigènes majeurs de surface sont indiqués par les flèches. 

Figure B: Immunoempreinte des AMS analysés en IEF e t  la révélation des 

anticorps monoclonaux es t  réalisée par une double coloration. 

* NTB/BCIP (phosphatase alcaline): pour l'identification des isoformes 

appartenant aux protéines P43, P30 e t  P22, 

* Diaminobenzidine (peroxydase): pour les protéines P35 e t  P23. 





PLANCHE III 

FLUOROGRAPHIE DES PROTEINES PARASITAIRES MARQUEES AVEC 

DEUX ACIDES GRAS ET DE L'ETHANOLAMINE 

Figure l*. Marquage métabolique des tachyzoïtes intracellulaires par  :es 

acides gras e t  immunoprécipitations des AMS acylés. 

1 et 6: Les protéines totales des tachyzoïtes qui sont respectivement 

marqués à l'acide palmitique e t  à l'acide myristique. 

2, 3, 4, 5, 12: Immunoprécipitations des protéines de surface P30, P43, P35, 

P22 e t  P23 incorporant de l'acide palmitique. 

7, 8, 9, 10, e t  11: Immunoprécipitations des protéines de surface marquées 

avec de l'acide myristique. L'ordre des dépôts protéiques est  identique à celui 

des marquages avec l'acide palmitique. 

Dans ce fluorogramme, la protéine P23 (pistes 11 e t  12)  a é té  analysée par 

électrophorèse dans un gel de polyacrylamide 15%. Dans ces conditions elle 

apparaît sous la forme d'un doublet protéique. 

Figure B: Incorporation d'éthanolamine tritiée dans les AMS par marquage 

métabolique. 

Pistes 1, 2, 3,  4: Les protéines P43, P30, P22 e t  P23 radiomarquées et  

immunoprécipitées par les anticorps monoclonaux. 





PLANCHE IV 

MARQUAGE METABOLIQUE DES TACHYZOITES INTRACELLULAIRES 

AVEC DES MONOSACCHARIDES TRITRIES 

Pistes 1, 6, e t  11: Les protéines totales des  tachyzoïtes respectivement 

incubés avec de la glucosamine, du mannose e t  du galactose. 

2, 3, 4, 5, 16: Incorporation de la glucosamine dans les protéines P30, P43, 

P35, PZ2 e t  P23 immunoprécipitées par  les différents anticorps monoclonaux. 

7, 8, 9, 10, 18: Immunoprécipitations des  cinq protéines de si.~iface 

marquées avec d u  mannose par les anticorps monoclonaux. 

12, 13, 14, 15, 17: Incorporation de galactose e t  immunoprécipitations 

des  protéines cinq de surface par  les anticorps monoclonaux. 





PLANCHE V 

ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION DES AMS 

Figure A: Immunoprécipitations e t  autoradiogramme des protéines de 

sui-face radiomarquées métaboliquement à l'orthophosphate (32~). 

Les pistes 1, 2, 3, 4, e t  5 correspondent aiix immunoprécipitations des 

protéines P43, P35, 30, 23, e t  22 phosphorylées, 

Figures B et C: Analyse en électrophorèse bidimensionnelle des protéines 

P43 e t  P30 phosphorylées. 

Figure D: Electrophorèse monodimensionnelle su r  couche mince (gel de 

silice) des phosphoaminoacides des protéines P30 e t  P22. 

* Pistes 1 e t  2: Hydrolysats acides partiels des protéines P30 e t  P22 

phosphorylées. 

* La migration des standards d'acides aminés phosphorylés mélangés e t  

déposés avec les hydrolysats radioactifs permet d'identifier majoritairement la 

phosphosérine dans ces deux AMS. 
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PLANCHE VI 

PRODUCTION DES SERUMS POLYCLONAUX ANTI-P43 ET ANTI-P23 

Pistes 1 e t  2: Coloration au nitrate d'argent des protéines P43 e t  P23 

purifiées par affinité et  électroéluées s'un gel de polyacrylamide. 

3: Immunoempreinte d'un lysat parasitaire révélée par le sérum de lapin 

anti-P43. 

4: Immunoprécipitation de la protéine P43 par le sérum anti-P43 à. partir  

d'uil ly sat de tachyzoïtes iodés superficiellement. 

5: Protéine P43 immunoprécipitée par l'anticorps monoclonal 1F12. 

6: Immunoempreinte d'un lysat parasitaire révélée par le sérum de lapin 

anti-P23. 

7: Révélation de la même immunoempreinte par l'anticorps monoclonal 2E12. 





PLANCHE VI1 

ETUDE COMPARATIVE DE LA SOLUBILISATION D'ANTIGENEs DE SURFACE DE 

TOXOPLASMA GONDII, DE LEISHMANIA DONOVANI ET D'EIMERIA NIESCHULZI PAR 

LA P r P L c  

Figure A: Tachyzoïtes vivants iodés e t  traités par  la PIPLC 

1- Profil des AMS après  radioiodation superficielle. 

2- Zoïtes incubés sans la lipase. 

3- Surnageant correspondant aux zoïtes incubés sans  enzyme. 

4- Tachyzoïtes traités par la PIPLC 

5- Surnageant correspondant aux zoïtes incubés avec la PIPLC. 

Cette piste 5 montre que les ciqq antigènes majeurs de surface sont décrochés 

des zoïtes par  la PIPLC e t  retrouvés dans le milieu d'incubation. 

Figures B e t  C: Promastigotes de Leishmania e t  les sporozoïtes d'Eimeria 

sont traités dans  les mêmes conditions expérimentales que les tachyzoïtes. 





PLANCHE VI11 

Figure A: Analyse simultanée des migrations électrophorétiques des AMS 

de tachyzoïtes vivants traités par la PIPLC e t  des AMS non traités 

1- Lysat des AMS iodés non traités. 

2- AMS traités par la PIPLC. 

Pistes 3, 5, 7 ,  9: Immunopiécipitations des protéines P43, P30, P22 e t  P23 

iodées à partir du lysat analysé sur  la piste 1. 

Pistes 4, 6, 8, 10: 1mmunopi.écipitations des cinq protéines de surface à 

partir du lysat parasitaire traité par la PIPLC e t  analysé sur  la piste 2. 

Figure B: Décrochage par la PIPLC du signal radioactif des AMS marqués 

à l'acide palmitique tritié 

Pistes 1, 3, 5, 7, 9: Immunoprécipitations des protéines P43, P35, P30, P22 

e t  P23 à partir  du lysat parasitaire acyle e t  incubé sans enzyme. 

Pistes 2, 4 , 6, 8, 10: Immunoprécipitations des cinq protéines de surface 

à partir d'un lysat parasitaire contenant des protéines marquées à l'acide 

palmitique e t  

traitées à la PIPLC. Absence complète de signal radioactif sur tous les AMS, 

Figure C: Mise en évidence de déterminants communs entre la protéine P43 

e t  les trois autres  AMS puis entre les AMS e t  la VSG de Trypanosoma brucei 

Pistes 6, 7, 8, 9, 10 : Le matériel identique à celui de la planche VII-A est  

déposé en SDS-PAGE e t  révélé après électrotransfert sur  nitrocellulose par le 

sérum de lapin anti-P43. La piste 10 montre que le sérum anti-P43 reconnaît en 

plus de la protéine P43, trois protéines de poids moléculaires 35, 32, e t  22 kDa 

dans le surnageant d'incubation des zoïtes superficiellement iodés. 

Pistes 1, 2, 3, 4, 5: A~toradiogramme de l'immunoempreinte décrite ci- 

dessus montrant que les trois protgiqes de poids moléculaires 35, 32 e t  22 kDa 

présentant une réactivité croisée vis à vis du sérum anti-P43 correspondent aux 

trois autres antigènes de surface clivés par  la PIPLC. 

Pistes 11 e t  12 : Immunoempreintes des AMS traités par la PIPLC e t  

révélées par le sérum anti-CRD de Tr;fpanosoma brucei (piste 12) e t  le sérum 

anti-P43 (piste I l ) .  





PLANCHE IX 

Figure A: Cinétique d'hydrolyse des AMS de tachyzoïtes superficiellement 

iodés par  la PIPLC 

Pistes 1, 2, 3, 4, 5: zoïtes récupérés ap rè s  0, 15, 30, 45, 60 minutes 

d'incubation enzymatique. 

Pistes 6, 7, 8 ,  9, 10: surnageant d'incubation correspondant aux 

différents temps d'incubation enzymatique. 

Figure B: Essai de réexpression des AMS par  des tachyzoïtes vivants iodés 

puis traités par la PIPLC 

1- Profil des ANS ap rès  radioiodation superficielle. 

2- Zoïtes traités ap rè s  PIPLC. 

3- Surnageant d'incubation correspondant à la piste 2 montrant que 

tous les AMS sont décrochés. 

4 e t  5: Après élimination de la PIPLC, les zoïtes sont réincubés dans un 

milieu de culture normal pendant 15 minutes (piste 4) e t  30 minutes (piste 5)  

puis iodés superficiellement une deuxième fois. 






