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ABREVIATIONS 

Ag: Antigène 

Antigènes ES: Antigenes excr6tés-dcretés 

Ig: Immunoglobuline 

BSA: sérum albumine bovine 

P.M. : Poids moleculaire 

kDa: kiloDalton 

PBS: Tampon Phosphate O,OlM, NaCl 0,9% 

E.L.I.S.A. : Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay 

cpm: coups par minute 

AIF: Adjuvant incomplet de Freund 

IFN: Interferon 

IL: Interleukine 

Ly: Lymphocyte 

ADCC: Antibody-Dependent-CeU-Mediated-Cytotoxicity 

HGPRT: Hypoxanthine-Guanine-Phosphoribosyl-Trac 

BALT: Bronchus-Associated-Lymphoid-Tissues 

GALT: Gut-Associated-Lymphoid-Tissues 

RPMI: Roosevelt Park Memorial Institute 

HEPES: Acide N-2-Hydroxyethyl pipérazine N'-2 Cthane sulfonique 



L'étude de la reponse anticorps d'isotype IgA au cours de la toxoplasmose 

humaine et experimentale est d'un interêt majeur puisque l'ingestion de kystes ou d'oocystes 

de T. gondii constitue la voie courante d'infection. Après avoir demontre la présence d'une 

reponse anticorps IgA humaine intense dans les sérums d'infection aiguë, reponse dirigde 

essentiellement contre l'antigène de surface du parasite, P30, nous nous sommes intkressés 

l'induction de cette réponse isotypique dans les modèles experirnentaux du rat et de la souris 

pour lesquels la date prkcise de l'infection est connue. Nous avons pu montrer chez les rats 

infectes par voie orale, l'induction d'une reponse anticorps IgA serique, d'apparition 

prkcoce, et simultanee à la reponse anticorps IgM. Chez des rats immunisds par les antigènes 

excrétés-sécretes, dont le rôle protecteur au cours de l'infection a Cte demontre, nous avons 

égaiement pu souligner l'induction d'une réponse anticorps IgA sérique. 

L'étude des sérums de ces animaux infectes par voie orale, nous a permis de 

mettre en evidence les cibles majeures de ces anticorps qui sont constituees par des antigènes 

membranaires et solubles de poids molt?culaires apparents de 283, 29, 30, 35, et 38 kDa 

chez le rat et par un antigène majeur de 29 kDa chez la souris. Chez le rat immunisé par les 

antigenes ES, on observe la reconnaissance d'antigènes majeurs de 283  et 29 et 30 kDa bien 

que d'autres antigènes de poids molt?culaires plus Clevés soient également reconnus. 

Parmi les antigènes excrétes-secrétes par le parasite, nous avons pu montrer que les serums 

de rats infectés reconnaissent particulierement des antigènes de 2 8 5 3 4  et 39 D a ,  tandis 

que chez les souris infectees par voie orale, une rdponse majeure contre l'antigène de 34 kDa 

est observée. Enfin, les sdrums de rats immunisés par ces mêmes antigènes reconnaissent 

&gaiement dans cet extrait deux antigenes de 283 et 34 kDa. 

Le rôle de ces anticorps au cours de l'infection a 6te aborde par une approche 

monoclonale. Des anticorps monoclonaux d'isotype IgA dirigés contre le parasite ont ainsi 



été produits. La cible parasitaire de l'un des anticorps monoclonaux a été identifiée après 

immunoempreinte et immunotransfert. Il s'agit d'une molécule de 60 kDa présente dans 

l'extrait membranaire du parasite et visiblement identique à l'antigène de surface P30. 

L'identité avec l'antigène de surface P30 a été confirmée par un test d'immunocapture dirigé 

contre P30. Dans des modèles expérimentaux in vivo, ces anticorps ne se sont pas révélés 

protecteurs et ont même conduit à une augmentation de la susceptibilité des animaux à 

l'infection. Une purification des formes dimériques des IgA monoclonales a été réalisée afin 

de permettre dans l'avenir des études sur des IgA purifiées, mais aussi l'obtention d'IgA 

sécrétoires à l'aide de systèmes in vitro. 

Nous avons également suivi deux approches complémentaires nous permettant de 

définir certains épitopes de l'antigène P30 impliqués dans l'immunité contre la toxoplasmose. 

Après l'obtention de la séquence N-terminale 48-67 de la molécule P30, des constructions 

peptidiques du peptide 48-67 de la molécule ont été synthétisées et leur immunogénicité a été 

analysée dans les modèles expérimentaux. Ces études mettent en évidence, le rôle protecteur 

au cours de l'infection du rat d'anticorps et de lymphocytes T spécifiques de ce peptide 48-67 

présenté sous forme octamérique. Dans un second temps, la synthèse d'autres peptides de cet 

antigène a permis de rechercher si certains d'entre-eux étaient capables d'induire l'activation 

de lymphocytes T spécifiques au cours d'une infection par voie orale, voie naturelle 

d'infection. Nos résultats ont permis de souligner l'importance d'un épitope particulier 

contenu dans le peptide 238-256, capable d'activer des lymphocytes T spléniques et 

ganglionnaires au cours de l'infection. 



INTRODUCTION 



Le monde des parasites est caracterise par sa tres grande diversig et par l'extrême 

complexite des cycles biologiques mis en jeu, nécessitant une adaptation particuliere à l'hôte qui les 

heberge. Cette adaptation se traduit par le maintien pendant de nombreuses années d'un equilibre 

fragile qui permet la survie du parasite et de son hôte. 

L'importance des maladies parasitaires qui affectent plusieurs centaines de millions d'individus 

constitue de nos jours un grave probleme de sane publique. Parmi celles-ci, la toxoplasmose, 

causée par le protozoaire intracellulaire ubiquitaire T. gondii, suscite un interêt tout particulier 

depuis l'emergence de l'infection par le virus de l'immunodeficience humaine, puisqu'elle 

représente une des principales infections opportunistes chez ces patients. De plus, l'existence de 

cas graves de toxoplasmose congenitaie humaine valorise l'intensification des recherches vide 

immunoprophylactique. Enfin, cette parasitose reste un probleme vdterinaire majeur dans de 

nhmbreux pays dont l'dlevage constitue un pôle economique important, car la toxoplasmose 

congenitale entraîne des pertes importantes chez les ovins. 

Pour ce parasite, le caractère intracellulaire obligatoire rend necessaire l'klaboration 

de mecanismes de defense particuliers avant, pendant et après son entree dans la cellule hôte. 

L'hôte, quant h lui, ddveloppe une immunite dont le rôle consiste h limiter et à contrôler l'infection 

sans toutefois Climiner le parasite: ceci constitue, chez les protozoaires, l'irnmunite de pxt5munition. 

Tous ces aspects rendent indispensable une &tude immunologique approfondie afin de mieux 

apprehender les relations complexes existant entre l'h6te et le parasite, les mecanismes de défense 

mis en oeuvre par les deux protagonistes et l'importance des différents composants de l'immunité 

dirigee contre le toxoplasme. Parmi ces differents elements, l'étude de la reponse anticorps 

d'isotype IgA qui constitue la premiére defense de l1h6te, lors de l'ingestion de parasites apparaît, 

dans ce contexte, d'un intdrêt particulier. 

Ces donnkes justrfient kgalement le développement de nouveaux axes de recherche 

visant à l'élaboration de strategies vaccinales. L'induction d'une immunité protectrice ktant 

vraisemblablement liée à la reconnaissance de plusiews antigbnes parasitaires, la production d'un 



vaccin de constitution définie, composé de plusieurs molécules recombinantes ou d'un mélange de 

peptides synthétiques représente une approche prometteuse. 

Différents antigènes se sont révélés protecteurs dans plusieurs modèles expérimentaux. Ce sont 

tout d'abord les antigènes de 14 et 35 kDa (JOHNS ON et al., 1983b; ARAUJO et REMINGTON, 

1984), puis récemment les antigènes excrétés-sécrétés par le parasite (DARCY et al., 1988; 

DUQUESNE et al., 1990). Enfin, bien que des études préliminaires par d'autres auteurs n'aient 

pas démontré le rôle protecteur de l'antigène majeur de surface P30 (KASPER et al., 1985a), les 

études conduites dans notre laboratoire ont néanmoins montré que le transfert passif d'un anticorps 

monoclonal dirigé contre cet antigène protège des rats immunodéficients contre une infection léthale 

par le parasite (SANTORO et al., 1987). Des travaux récents ont également permis d'établir le rôle 

protecteur de cet antigène. Cet antigène majeur est capable d'induire une forte réponse 

polyisotypique IgG, IgM, IgA, et IgE, et possède, par ailleurs, un intérêt majeur en diagnostic 

(DECOSTER et al., 1988a, 1991, 1992). 

Dans ce contexte, nos travaux se sont orientés selon 4 axes principaux concernant 

tout d'abord l'étude de la réponse anticorps IgA au cours de la toxoplasmose humaine. Dans un 

second temps, l'induction d'une telle réponse au cours de la toxoplasmose expérimentale a été 

abordée. La production d'un anticorps monoclonal murin d'isotype IgA nous a ensuite permis 

d'apporter un outil supplémentaire pour l'étude de la fonction de ce type d'anticorps. Enfin, 

l'intense réponse anticorps dirigée contre P30, nous a conduit à analyser le rôle particulier de 

certains épitopes de cette molécule au cours de l'immunité. 



GENERALITES 



Ce parasite fut dkcouvert en 1908 par NICOLLE et MANCEAUX chez un rongeur, 

le gondi (ctenodactylus gondi ) à l'Institut Pasteur de Tunis. Son nom particulier de 

Toxoplasma, qui vient des mots grecs "toxon", arc et "plasma", forme, lui fut donné par 

reference à sa morphologie. Dans le même temps, SPLENDORE, au Brésil, décrivait egalement 

la presence du parasite chez un lapin de laboratoire. Par la suite, T. gondii fut retrouvé dans la 

retine d'un enfant hydrocephalique (JANKU, 1923). Neanmoins, le rôle réel de T. gondii en 

pathologie humaine resta mal connu jusqu'à la description d'un cas de toxoplasmose congdnitale 

par WOLF et COWEN en 1937. Cette description suscita un interêt considerable et fut suivie 

cinq ans plus tard par une publication precisant les différents aspects de la toxoplasmose 

congenitale (SABIN, 1942). 

La mise au point du test de lyse dependante du complement ou "Dye-Test", par 

SABIN et al., en 1948, permit d'etabiir la large repartition de ce parasite travers le monde. Les 

différents modes de transmission resterent inconnus jusqu'en 1960, où JACOBS et al., 

confimerent la possibilite d'infection par ingestion de viande mal cuite. Cependant, les 

&pidémies survenant chez les herbivores ou les oiseaux devaient proceder d'un autre mode de 

transmission. Ce n'est qu'apres les travaux de HUTCHISON, en 1967, de FRENKEL et al., en 

1969, et de SHEFFIELD et al., en 1969, que la presence d'une nouvelle forme kystique 

infectieuse de Toxoplasma dans les selles de chat fut confmee. Finalement, le cycle evolutif de 

ce parasite fut completement SlucidC en 1970. 

Diffdrents auteurs confirmerent l'existence d'une phase sexuee au cours du cycle parasitaire chez 

les félidds (FRENKEL et al., 1970; HUTCHISON et al., 1970; SHEFFIELD et al., 1970) et 

apporterent la demonstration que les toxoplasmes sont effectivement des coccidies de chat chez 

lequel ils ont la possibilité d'kvoluer suivant un cycle complet, mais qu'ils possèdent en outre, 

un cycle incomplet chez les hôtes intermediaires. 
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Actuellement, et selon la classification de LEVINE et al., en 1980, (Figure 1) Toxoplasm 

gondii se situe dans l'embranchement des Apicornplexa, la classe des Sporozoea, la sous classe 

des Coccidia, l'ordre des Eucoccidiida, le sous-ordre des Eimeriina, et la famille des 

Toxoplmmidae . 

T. gondii se prCsente sous differentes formes au cours du cycle parasitaire. Neanmoins, trois 

stades sont infectieux : les tachyzoïtes, les bradyzoïtes, et les sporozoïtes. 

B.I. LE TACHYZOITE: FORME PROLIFERATIVE 

C'est la forme de multiplication intracellulaire rapide et brève du parasite, qui 

s'observe au cours de la phase aiguë de l'infection. 

B.I.1. Structure 

Le tachyzoïte est un organisme en forme d'arc, mesurant 6 à 7 pm de long sur 

environ 2 pm de large. Le tachyzoïte possède une membrane externe et un complexe 

membranaire interne double très fluides, dont la composition est quelque peu différente de bon 

nombre d'autres systi?mes cellulaires (GALLOIS et al., 1988). La membrane externe est 

continue tout le long du parasite, tandis que le complexe membranaire interne est interrompu au 

niveau des anneaux polaires anterieurs et postérieurs. Le noyau est generalement situ6 au pôle 

postdrieur de la cellule, tandis que le pôle anterieur, effile, presente un appareil de pénétration 

complexe, le conoïde (Figure 2A). De l'anneau polaire antérieur Cmerge un cytosquelette 

sous-pelliculaire comportant 22 microtubules (Figure 2B) (NICHOLS et al., 1987). Les 
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rhoptries, organes sécrétoires, se prolongent dans le conoïde par deux microtubules centraux et 

interviennent surtout lors de l'entrée du parasite dans la cellule (NICHOLS et al., 1983). Entre 

les rhoptries se localisent de petites vésicules appelées micronemes dont le rôle exact est encore 

mal connu. 

2. Biologie du tachvzoïte 

Pour survivre et se multiplier, le tachyzoïte doit penétrer dans une cellule-hôte et 

echapper aux mecanismes de défense mis en oeuvre par l'hôte parasité. Une des premieres 

propriétés favorables il la survie du tachyzoïte, est l'incapacité de ce dernier il activer le 

complément par la voie alterne. Cette voie peut en effet être induite en absence d'anticorps et 

constitue donc une des premières défenses de l'hôte non immun (FUHRMAN et JOINER, 

1989). Un second avantage de T. gondii est sa capacité A infecter de nombreuses cellules de 

mammifères, y compris les globules rouges (JADIN et CREEMERS, 1968). 

Invasion active 

L'invasion active est le mécanisme le plus important permettant l'entrée rapide dans la 

cellule-hôte des toxoplasmes. Une pénétration par phagocytose a également 6té décrite, 

essentiellement dans les macrophages (WERK, 1985). Le processus actif s'effectue en deux 

6tapes principales, attachement puis invasion. Peu d'éléments sont connus concernant les 

processus d'attachement, qui pourraient impliquer la laminine (JOINER et al., 1989). 

Cependant, l'attachement provoque la creation d'une jonction avec la cellule, jonction se 

déplaçant le long du parasite au cours de son entrée (AIKAWA et al., 1977). Le parasite 

perturbe la membrane de la cellule-hôte grâce il l'extension du conoïde et aux sécrétions des 

rhoptries (DUBREMETZ et al., 1985). Celles-ci contiennent probablement un facteur 

augmentant la pénétration, le PEF ("penetration enhancing factor", LYCKE et al., 1975; 

SCHWARTMAN, 1986). Cette pénétration dans la cellule-h6te requiert des mécanismes 



dependant d'energie (ATP), et dure moins de 15 secondes. La phospholipase A2 

calcium-dependante de T. gondii semble Cgalement jouer un rôle important h ce niveau. Cette 

enzyme de 20 kDa possede la capacité d'augmenter la pénétration cellulaire de T. gondii 

(SAFFER et al., 1989,1991). 

Des l'entree du parasite dans la cellule, il y a formation d'une vacuole parasitophore, 

decrite dks 1954 par GUSTAFSON. Au cours de ce processus, les tachyzoïtes déversent le 

contenu de leurs organites sécretoires, ce qui entraîne ainsi l'accumulation de proteines dans la 

vacuole parasitophore et donne naissance un rkseau de microvillosités (KIMATA et TANABE, 

1987; SIBLEY et al., 1986, 1988). Plusieurs protéines de granules denses P23 

(CESBRON-DELAUW et al., 1989), P28.5, P21 (CHARIF et al., 1990), P30 (LERICHE et 

DUBREMEZ, 1991), P32 (SIBLEY et KRAHENBUHL, 1986). et P40 (ACHBAROU et al., 

1991) sont impliquees et semblent localisées differemment au niveau de la vacuole 

parasitophore. Cette vacuole modifide est alors capable de résister au processus de fusion avec 

les lysosomes (SIBLEY et al., 1985). L'acquisition de cette compdtence s'etablit lors de l'entrée 

du parasite dans la cellule, puisque la mort des tachyzoïtes dans la vacuole parasitophore ne 

permet pas la fusion avec les lysosomes (JOINER et al., 1990). Des données recentes, 

essentiellement dénvees de l'étude de Plasmodium, suggerent le rôle des lipides des rhoptries 

dans la formation de la vacuole parasitophore. Ces lipides pourraient être responsables, en 

partie, de l'absence de fusion avec les autres organelles (FOUSSARD et DUBREMETZ, 1991). 

Un autre mCcanisme impliquerait l'exclusion de certains composants membranaires de la 

cellule-hôte (PORCHET-HENNERE et TORPIER, 1983 ; DE CARVALHO et DE SOUZA, 

1989). 

Enfin, aprés s'etre installe dans la cellule-hôte, le tachyzoïte se divise par un 

processus appel6 endodyogénie decrit par GOLDMAN et al., en 1958 (Figure 3). La division 

dure entre 5 h 9 heures selon la souche Ctudiee. Puis, la cellule finit par Cclater et libère un grand 

nombre de parasites qui vont infecter de nouvelles cellules. 



FIGURE 3 

MULTIPLICATION DU TACHYZOITE PAR ENDODYOGENIE 

(D'après GOLDMAN, 1958) 



Des toxoplasmes opsonisés mais viables, peuvent aussi pénétrer dans la cellule-hôte. 

Cette pénétration s'effectue différemment selon que la cellule possède ou non un récepteur pour 

le fragment Fc des immunoglobulines qui conditionne par ailleurs, la destruction ou la survie du 

parasite. L'absence de récepteurs Fc sur la cellule-hôte, provoque l'entrée active des 

toxoplasmes dans la cellule, le regroupement des anticorps fixés en surface à un pôle du parasite 

("capping"), puis l'élimination d'une partie de ces anticorps. Il n'y a pas de fusion avec les 

lysosomes ni destruction du parasite (DUBREMETZ et al., 1985). La présence d'un récepteur 

Fc sur la cellule-hôte, et son intemalisation lors de la phagocytose du parasite semble être un 

&ment décisif entraînant par contre, la mon du toxoplasme (JOINER et al., 1990). Le même 

résultat est obtenu lors de l'entrée de tachyzoïtes opsonisés dans des cellules transfectées par un 

récepteur Fc (FcRII) mais incapables de déclencher la production de radicaux oxygénés 

- (JOINER et al., 1990). 

B.11. BRADYZOITES ET K Y S T B  

Au cours de la phase aiguë de la toxoplasmose, les parasites vont s'enkyster dans les 

muscles, le cerveau, le coeur et la rétine, où ils persistent pendant toute la vie de l'hôte 

(REMINGTON et al., 1965). Les facteurs influençant la formation des kystes sont mal connus. 

Certains auteurs rapportent que des réponses anticorps élevées favorisent la formation des 

kystes, mais que l'immunité à médiation cellulaire intervient également (BRINKMANN et al., 

1987). 

La paroi du kyste se fonne il partir de la membrane de la vacuole parasitophore (FERGUSON et 

al., 1987). Certaines etudes ont démontré que cette paroi comprend une couche neurofibrillaire 

au niveau de laquelle on trouve des composants de la cellule-hôte (SIMS et al., 1988). 

Les kystes sont des éléments intracellulaires sphériques ou ovoïdes pouvant atteindre 

100 pm de diamètre qui peuvent contenir plusieurs milliers de formes a multiplication lente 

appelées bradyzoïtes. (Figure 4A). Néanmoins, récemment certains auteurs n'ont observé que 
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des kystes extracellulaires chez des souris SWISS inocul6es par la souche ME49 de 7'. gondii. 

Ces auteurs ont aussi note la presence de bradyzoïtes à differents stades de maturation 

l'intérieur du même kyste (PAVES10 et al., 1992). Les kystes peuvent être ddtectes des le 8 &me 

jour aprhs l'infection chez l'animal (LAINSON, 1958), sont thermorésistants (45°C) et ne sont 

d6truits que par des congelations prolongees. Les bradyzoïtes ont une structure peu différente du 

tachyzoïte, mais ils contiennent un grand nombre de granules cytoplasmiques (reserves de 

polysaccharides), Ils sont aussi plus resistants que les tachyzoïtes aux sucs digestifs, bien que la 

paroi du kyste soit detruite immediatement après l'ingestion (JACOBS et al., 1960a). 

Dans des conditions physiologiques, le kyste pourrait relarguer de faibles quantites 

d'antigenes dans l'organisme et permettre ainsi le maintien d'une immunité protectrice (HULDT, 

1971). La rupture de kystes peut se produire occasionnellement in vivo chez un h6te 

immunocompCtent sans entraîner de consequences particuliéres (FERGUSON et al., 1989). 

Cependant dans certains cas pathologiques, notamment chez les patients immunodeprimés, la 

rupture des kystes au cours de la phase chronique peut entraîner des lésions graves du type 

encephalite et choriorétinite ( F R E W L ,  1988). 

B .III. FORMES DE LA PHASE SEXUEE DU CYCLE PARASITAIRE 

Toutes les Ctapes de la schizogonie (multiplication asexuee) et de la gamétogonie 

(multiplication sexuée) se deroulent dans les cellules Cpitheliales de l'intestin du chat. La 

garnetogonie est un phknom2ne complexe comportant 5 phases (A-E) conduisant à differentes 

formes: 

1. Les schizontes 

Ce sont des formes primaires multinuclCées de la schizogonie (multiplication non . 

sexu6e) donnant naissance il 12 à 15 mCrozoïtes, qui après eclatement de la cellule m2re iront 

rdinfecter d'autres cellules. 



B.III.2. Les gamétocvteg 

La différenciation en gamète mâle ou femelle survient autour de la troisieime 

génération de schizogonie. Les gamétocytes mâles et femelles évoluent en microgamètes mâles 

et macrogamètes femelles. Le microgamète mâle représente le seul stade où le parasite est 

flagelle. Le macrogamète femelle présente deux sortes de granules cytoplasmiques appelés "wail 

forming bodies " 1 et II qui inte~iendront dans la formation de la paroi de l'oocyste. 

B.III.3. Les oocvstes et les sp~~.ozo'& 

Les oocystes issus de la fecondation d'un macrogamète par un microgamète sont 

aussi des formes de résistance du parasite. Ils sont elliptiques et mesurent environ 9 et 14 pm 

selon leurs deux axes. D'abord non sporulés, puis sporulés, ils contiennent alors deux 

sporocystes, donnant chacun quatre sporozoïtes (Figure 4B). La double paroi de l'oocyste est 

résistante de nombreux agents chimiques. 

Les sporozoïtes ressemblent morphologiquement au tachyzoïte. Ils mesurent environ 6-8 pm de 

long, mais possèdent néanmoins plus de micronémes et de rhoptries (SHEFFIELD et al., 

1970). Ils restent viables plus d'un an en atrnosphere humide. 

Les toxoplasmes sont des sporozoaires présentant un cycle évolutif double faisant 

intervenu selon les cas, une reproduction uniquement asexuee (cycle incomplet) ou une 

multiplication asexuée et sexuée, seulement chez les fdlidds (cycle complet). 



C'est celui qui se deroule chez l'homme, les mammifères sang chaud, et les 

oiseaux. La contamination s'effectue le plus souvent par voie digestive, lors de l'ingestion de 

kystes contenus dans la viande parasitée ou d'oocystes présents dans les aliments souillés par de 

la terre infectée. L'autre mode de contamination constitue le passage transplacentaire des 

parasites de la mère au foetus provoquant la toxoplasmose congénitale (Figure 5). 

Après digestion de la membrane du kyste ou de l'oocyste, les formes infestantes, bradyzoïtes ou 

sporozoïtes sont liberées dans l'intestin, pCnètrent dans les cellules du systeme 

reticulo-endothdlial, se multiplient puis se disséminent rapidement. La mobilisation du système 

immunitaire de l'hôte entraîne une diminution de la parasitémie et la formation des kystes. Les 

kystes sont observés en 3 A 5 jours chez la souris apres infection par des tachyzoïtes, en 7 jours 

après inoculation par des bradyzoïtes et en 9 jours après inoculation de sporozoïtes (DUBEY et 

al., 1976). Ces formes kystiques, de par leur rCsistance et leur longCvitC, representent les 

principales formes infestantes du toxoplasme dans son cycle asexué. 

Ce cycle n'existe que chez les félides, en particulier le chat, hôte ddfinitif (Figure 6). 

Le chat se contamine en ingCrant soit des kystes, soit des oocystes infestants, soit des 

tachyzoïtes. Le temps dtCmission par le chat d'oocystes infestants ddpend de l'infection initiale. 

Dans les deux derniers cas de contamination, une période de 21 ià 40 jours est nécessaire, tandis 

que l'ingestion de kystes produit des oocystes au bout de 3 ià 10 jours (FREYRE et al., 1989). 

Les parasites pénètrent dans les cellules Cpithéliales de l'intestin et commencent le processus de 

gametogonie conduisant, après multiplication, ià la formation de schizontes, puis de gamètes 

mâles et femelles dont la fusion produit l'oocyste non sporule elimint! dans les fécès du chat. La 
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CYCLE DE TOXOPLASMA GONDII CHEZ LE CHAT 
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sporulation survient l'exterieur en fonction des conditions d'oxygenation et de temperature, et 

produit 8 sporozoïtes infestants. 

D.1. LA TOXOPLASMOSE HUMAINE: ASPECTS CIJNIOUES ET 

L'incidence estimee par les tests serologiques varie selon les pays de 20 a 90%. En 

France, DESMONTS et al., etablirent qu'en 1965, 80% de la population parisienne avait Cté 

infectCe. Aux Etats-Unis, on admet que 30 A 60% des adultes ont CtC infectes par 7'. gondii 

(FRENKEL, 1990). La prévalence en France, n'est plus actuellement que d'environ 60%. 

vraisemblablement en raison de l'amelioration des conditions d'hygiene et des habitudes 

alimentaires (PINON et al., 1985). 

On distingue classiquement, la toxoplasmose acquise et la toxoplasmose congenitale. 

Elle survient toujours après ingestion de viandes parasitées ou d'aliments souilles par 

des oocystes. En dehors des formes inapparentes les plus fréquentes, où la destruction de 

parasites intervient rapidement et où l'infection reste bénigne, les principales manifestations 

concernent les ganglions lymphatiques (formes lymphadeniques). Durant la phase aiguë de la 

maladie, on observe donc des polyadenopathies, une f ibre  modérée ( 38O-38.5OC), et une 

asthénie qui peut être durable. La periode d'incubation est Cvaluée entre 5 et 18 jours, puis, 

paraU8lement au développement de l'immunité, les kystes apparaissent. La présence de kystes 

est habituellement asymptomatique, et signe l'installation d'une phase chronique. 



La toxoplasmose acquise peut par contre revêtir l'aspect d'une maladie tres grave 

voire mortelle chez des patients immunodeprimes et ceci par rkactivation de foyers d'infection 

latente (WEISS et al., 1988). Les bradyzoïtes libérés partir des kystes peuvent alors reprendre 

leur multiplication sous forme de tachyzoïtes (ISRAELSKI et REMINGTON, 1988). C'est le 

cas au cours des traitements immunosuppresseurs, des transplantations d'organes (LUFT et al., 

1988), au cours de greffes de moelle quand le donneur est négatif et le receveur positif en 

anticorps toxoplasmiques (DEROUIN et al., 1986; ARAUJO et REMINGTON, 1987). 

Enfin, l'emergence de l'infection par le VIH (virus de l'immunodeficience humaine) 

a souligné l'importance de l'encéphalite toxoplasmique, principale infection opportuniste du 

systkme nerveux central chez les patients ayant un S.1.D.A ( Syndrome d'immunodéficience 

acquise). Elle affecte 25% des patients h Bruxelles, Berlin et Paris et 5 h 10% des cas aux USA 

(McCABE et REMINGTON, 1988; LUFT et al., 1988). De plus, chez ces patients, on 

n'observe pas d'augmentation de la repense humorale avec presence d'IgM caracteristiques 

d'une infection aiguë, ce qui rend inadequat le diagnostic skrologique classique (LUFT et al., 

1984b). Par contre, les réactivations toxoplasmiques s'accompagnent souvent de l'apparition 

d'anticorps IgA spkcifiques (DARCY et al., 1991). Chez d'autres patients, il peut aussi y avoir 

d'importantes lesions du myocarde (LUFT et al., 1983) ou des lésions retiniennes pouvant 

conduire il la cecité (HOLLAND, 1988). Une incidence importante de toxoplasmose pulmonaire 

a également Cu? decrite (CAî'TERALL et al., 1986a; DEROUIN et al., 1989). 

La frequence de la toxoplasmose congenitale en France est estirnCe h environ 6 il 10 

cas pour 1000 naissances (PINON et al., 1986a). Elle est de 0,l il 0,3% aux Etats-Unis 

(MITCHELL et al., 1990). 

Elle fait suite il une primoinfection maternelle contractée en cours de grossesse. Environ 40% 

des toxoplasmoses maternelles sont transmises in utero au foetus au travers de petites lesions 



placentaires. En théorie, le passage des toxoplasmes est possible dés la mise en place de la 

circulation foetale h partir du 2 lème jour, cependant il semble plus probable que ce phhomene 

intervienne vers la fin du second mois quand le placenta est constitué et que la surface d'échange 

entre la circulation foetale et maternelie est importante. Le risque de transmission et la gravité des 

symptômes au cours de la grossesse sont inversement proportionnels (Figure 7). En effet, une 

toxoplasmose congénitale dvére est observée si l'infection survient au cours du premier ou du 

second trimestre, car elle affecte les étapes primordiales de l'embryogénése. La protection 

exercée alors par le placenta est plus Clevee et les risques de passage sont donc moins grands 

(12% entre la 6bme et la 16eme semaine, 20% entre la 16ème et la 28eme semaine). Par contre, 

en fin de grossesse, le placenta n'assure plus qu'imparfaitement sa fonction de barrière, les 

signes cliniques sont peu nombreux voire inapparents il la naissance, mais le passage des 

parasites est fréquent, jusqu'h 80% h partir de la 286me semaine de grossesse (DAFFOS et al., 

1988). Une transmission survenant au tout début de la grossesse entraîne soit la mort du foetus 

in utero, soit des signes pathologiques graves: macrocCphalie, hydrocéphalie, retards 

psychomoteurs, calcifications intracrâniennes, signes oculaires, notamment choriorétinite. Lors 

d'une infection au cours du quatriéme mois de grossesse, le nouveau-né peut être atteint d'autres 

troubles tels que encCphalomy&lite, convulsions, hépatosplénomégalie. Enfin, lors d'une 

contamination trés tardive, des formes inapparentes, dont la seule trace est sérologique sont 

géneralement observées. La survenue de choriorétinites toxoplasmiques décrites après plusieurs 

mois ou années justifie néanmoins un contrale et un suivi rigoureux de ces patients. 

(AMBROISE-THOMAS et GARIN, 1984; FORESTIER et aL., 1990; FRENKEL et aL., 1988). 

D.11. LA TOXOPLASMOSE VETERIN- 

La toxoplasmose reste un probleme majeur de santé vCterinaire car elle affecte un 

grand nombre d'hôtes intermediaires. Chez la brebis et la chèvre elle est responsable de plus de 
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50% des avortements spontanes. Chez le mouton la prevaience de l'infection augmente avec 

l'âge et peut atteindre 100% chez la population adulte. Des essais de vaccination chez des brebis 

avec des souches de T. gondii de virulence moddrée, ont conduit A une prévention significative 

de la toxoplasmose congdnitale ovine (JOHNSON, 1989). 

Eo SPRUCPUBIB ANPIIQIBNIIOWB DIB Po QONDIIQ 

Les nombreuses approches experimentales utilisant les techniques d'c?lectrophorkse 

en gel de polyacrylamide, de radiomarquage et d'immunotransfert ont permis d1t?tablir l'extrême 

complexité des structures antigeniques de ce parasite. 

C'est ainsi que de nombreux antigknes dont les poids moldculaires varient de 4000 800000 

daltons selon les techniques utilisées, ont Ctd identifiés (JOHNSON, 1985). 

A cette diversitd antigenique s'ajoute la presence de souches diffdrentes (Figure 8) pour 

lesquelles on ddtecte des antigknes spécifiques de souche (WARE et KASPER, 1987). 

De plus, des etudes isoenzymatiques ont etabli l'existence de profils enzymatiques differents 

selon les souches, ce qui a permis de classer 7 souches de toxoplasmes en 3 zymodkmes 

distincts. Ces profils semblent, de plus, être corr616s au degr6 de virulence des diffdrentes 

souches (DARDE et al., 1988). 

Le stade parasitaire le plus 6tudiC reste le tachyzoïte, bien que quelques Ctudes se soient 

egaiement focalisdes sur d'autres stades du parasite. 

Les antigenes presents chez le tachyzoïte peuvent être classds en differents groupes 

selon leur localisation ou leur rôle (Figure 9). 
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Dès 1980, HANDMAN et REMINGTON ont identifié par des techniques 

d'immunoprécipitation d'antigènes radioiodés h l'aide de drums immuns et d'anticorps 

monoclonaux, 4 antigènes majeurs de surface de poids moléculaires apparents de 43, 35,27 et 

14 kDa. Puis JOHNSON et al., en 1983, ont décrit des antigbnes de 43,35,22 et 14 kDa et ont 

etabli que le transfert passif d'anticorps monoclonaux diriges contre des antigènes de 14 et 35 

kDa est capable de protéger des souris contre la toxoplasmose. Enfin, la même année, 

SHARMA et al., ont démontre par immuno~lectrotransfert que les IgG et les IgM de sérums 

humains infectés reconnaissent majoritairement 2 antigènes de poids molCculaires apparents de 

22, et 32 kDa ainsi qu'un composant de 6 kDa de nature glycosidique. 

L'antigbne de 22 kDa est reconnu par des sérums humains d'infection aiguë et chronique. Des 

mutants défectifs en antigène P22 ont dte produits par KASPER et al., en 1982. 

L'antigène de 35 kDa est precocdment reconnu par des sérums d'infection ce qui en fait un 

antigène d'intérêt diagnostic potentiel (POTASMAN et al., 1986). 

Les principaux antigènes de surface du tachyzoïte ont été clonés: P30 (BURG et al., 1988), P22 

(PRINCE et al., 1990) et P43 (CESBRON-DELAUW et al., 1992 en préparation). 

Finalement, les derniers travaux de COUVREUR et al., en 1988, ont confirmé la présence de 4 

antighes majeurs de 43, 35, 30, 22 kDa et d'un antigbne mineur de 23 kDa. Les 4 antigbnes 

majeurs sont ancrés dans la membrane par un complexe glycosyl-phosphatidylinositol 

(TOMAVO et al., 1989; NAGEL et BOOTHROYD, 1989). 

ur de surface des ta- .. . 

Cette protéine de 30 kDa représentant 3 5% des proteines parasitaires a été purifiée 

par immunoadsorption l'aide d'un anticorps monoclonal par KASPER et al., en 1983. Cette 

molécule dont le gène a et6 cloné et séquence, code pour un précurseur d'environ 32kDa 

(BURG et al., 1988). Des mutants de T. gondii défectifs en antigène P30 ont également été 



produits (KASPER, 1987). La sequence du gene codant pour P30 a et6 clonée dans un 

plasmide pGEX-1 et exprimée dans E. coli, sous forme d'une protéine de fusion associée h la 

glutathion-S-transferase (MAKIOKA et KOBAYASHI, 1991b, sous presse). Cette molécuie est 

hautement conservde (97%) entre la souche parasitaire RH, et les souches C et P. (BÜLOW et 

BOOTHROYD, 199 1). 

P30 est distribute de façon homogene sur la surface du parasite (DUBREMETZ et 

al., 1985). Cette molecule est prCsente dans la vacuole parasitophore (reseau de microviilosités) 

très tôt apres l'invasion, et est aussi un composant majeur de la membrane de la vacuole 

parasitophore (SIBLEY et al., 1986). Son rôle fonctionnel au cours de l'invasion a par ailleurs 

ett? confirmé par GRIMWOOD et SMITH, en 1992, cette phase étant inhibCe partiellement par 

des anticorps monoclonaux diriges contre l'antigéne P30. 

L'antigene P30 est enfin fortement immunogene et induit une repense polyisotypique 

intense au cours de l'infection. La proteine P30 est en effet, fortement reconnue par les 

anticorps d'isotype IgG et IgM (SHARMA et al., 1983; SANTORO et al., 1986; HUSKINSON 

et al., 1989), IgA (DECOSTER et al., 1988a, 1991, 1992; HUSKINSON et al., 1990; 

GODARD et  al., 1990). et IgE (PINON et al., 1990; GODARD et al., 1990). Cette propriété a 

permis d'utiliser un monoclonal dirigé contre P30 dans deux tests d'immunoçapture, l'un pour 

la détection des IgM (CESBRON et al., 1985) et l'autre pour la détection des IgA (DECOSTER 

et al., 1988, 1991, 1992) permettant un diagnostic précoce de l'infection. 

E.I.2. Les antigènes cvtoplasmiaues 

Ces antigenes ont eté caract&ises dans un extrait soluble obtenu après traitement aux 

ultrasons ou aprés des congelations et décongélations successives de tachyzoïtes. L'utilisation 

d'un anticorps monoclonal FMC 20 ne rCagissant pas dans les tests d'immunofluorescence 

classique mais 6tant capable de reagir dans un test d'hémagglutination indirecte a permis 

l'identification d'un antigene de 98 kDa dans un extrait soluble du parasite (JOHNSON et al., 



1983). Un autre antigéne, la nucleoside triphosphate hydrolase est bien connue grâce aux 

travaux de ASAI et al., (1983, 1987). Cette hydrolase est localisee dans le cytoplasme des 

toxoplasmes de la souche RH et a un poids moleculaire apparent de 240 A 260 kDa. Elle 

constitue environ 8% des protéines parasitaires. 

3. Les antienes secretes Dar le puasite . . 4 ,, 

nes excrett?s-sécrét6s (ES) 

Ces antigénes ont et6 quelque peu ddlaisses par rapport aux antigénes solubles et 

surtout membranaires, longtemps considerCs comme les cibles principales de la reponse 

immune. Les antigénes d'excrdtion-sécretion sont cependant des mol6cules tr2s immunogénes 

possedant des activites enzymatiques variees et pouvant être exprimees transitoirement à la 

surface du parasite, comme cela a et6 démontré dans d'autres maladies parasitaires A helminthes 

telles que la schistosomiase (DAMONNEVILLE et al., 1986), au cours de l'infection par 

Toxocara canis (MAIZELS et al., 1987), et egalement dans d'autres protozooses comme la 

leishmaniose (SACKS et  al., 1987) ou la trypanosomiase (OUAISSI et al., 1990). Ces 

antigènes peuvent donc être de bons candidats pour une approche immunoprophylactique 

(CAPRON et DESSAINT, 1988). 

Dans la toxoplasmose, deux Ctudes preliminaires ont souligne l'importance de ces 

antigénes. HUGHES et VAN KNAPPEN en 1982, ont montre que les antigénes sCcrétCs 

constituent la majeure partie des antigénes circulants au tout debut de l'infection. Ces antigenes 

sont donc les premiers exposes au systéme immunitaire de l'h6te parasite. D'autre part, la 

stimulation lymphocytaire vis-à-vis de tels antigenes semble plus importante que ceiie induite par 

les antigénes somatiques du parasite (HUGHES et al., 1985). 

La mise au point de milieux de culture approprib, permettant une survie optimale des 

parasites, a rendu possible l'obtention des antigénes ES dont une analyse immunochimique a 

alors pu être realisee. Aprés marquage metabolique des toxoplasmes par la methionine 3 5 ~ ,  



l'immunoprécipitation des antigènes marqués par différents sérums d'infection expérimentale ou 

humaine, ou par des sérums d'immunisation a permis la mise en évidence des antigenes 

d'excrétion-sécrétion les plus immunogènes tels que les antigénes de 97, 57, 42, 39, et 28.5 

kDa ( DARCY et al., 1988). 

Ces antigènes se sont r6velés protecteurs dans deux modèles particuliers. Chez le rat 

congénitalement athymique "nude" (NdNu), le transfert passif de sérum de rats Fischer 

immunisés par les antigènes ES, et le transfert de cellules T spécifiques de ces antigénes ont 

protégé significativement cet animal vis-&vis d'une infection léthale par la souche RH (Figure 

10) (DARCY et al., 1988; DUQUESNE et al., 1990). Chez la souris immunisée par ces mêmes 

antigènes, puis infectée par 1200 kystes de la souche 76K par voie orale, une protection 

d'environ 70% a également été démontrée (DARCY et al., 1992) 

La production d'anticorps monoclonaux de classe IgG dirigés contre les antigènes de 

sécrétion de 28.5, 27 et 21 kDa a rendu possible l'identification et la localisation de ces 

antigènes dans la matrice des granules denses des tachyzoïtes et associés au réseau présent dans 

la vacuole parasitophore. Un nouveau mécanisme de sécrétion des tachyzoïtes h partir des 

granules denses a ainsi pu être demontré (CESBRON-DELAUW et al., 1989; CHARIF et al., 

1990; LERICHE et DUBREMETZ, 1990). 

De plus, l'anticorps monoclonal TG 17-43 dirigé contre l'antigène de 27 kDa a permis d'établir 

l'identitd de ce dernier avec Ifantigene recombinant P24, dont le gène a été clont? et sCquencC 

(CESBRON-DELAUW et al., 1989). Cette protéine est capable de fixer le calcium. 

Certains auteurs ont dkmontré que le transfert passif de l'anticorps monoclonal F3G3 

(HANDMAN et REMINGTON, 1980a) dirige contre deux proteines de 28 (correspondant 

vraisemblablement l'antigène de sécrétion GP28,5) et 58 kDa (SIBLEY et al., 1987), ainsi que 

l'immunisation avec l'antigkne correspondant purifié par immunoaffmité proikge la souris contre 

une infestation lethale par la souche C56 de T. gondii (SHARMA et al., 1984). 

Le gène codant pour l'antigene de 28 kDa ait fait l'objet d'un clonage et d'un dquençage 

(PRINCE et al., 1989). Dans notre laboratoire l'anticorps monoclonal TG17-179 dixigé contre 
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la protéine de 28.5 kDa a permis l'isolement de clones cDNA codant pour la partie 

carboxyterminale de l'antigene qui correspond à un épitope B majeur (CESBRON-DELAW et 

al., 1992 sous presse). 

L'dtude de la reponse IgG et IgM au cours des ciifferentes phases de la toxoplasmose 

humaine a permis d'etablir que les deux antigenes sbcrét6s, de 27 et 28.5 kDa, sont reconnus 

par des sérums humains de phase chronique, et que l'antigene de 28,s est egalement reconnu 

par des sérums aigüs d'infection (MURRAY et al., 1992 en preparation). De plus, un antigene 

de 97 kDa, reconnu très tôt lors de l'infection pourrait representer un marqueur potentiel de 

s6roconversion (DECOSTER et al., 1988b). 

I1 faut en fait distinguer ces antighnes sécrétes par le toxoplasme en milieu acellulaire 

de ceux que certains auteurs ont appel6 "exoantigenes". Ces exoantigenes sont recoltes dans les 

surnageants de cultures cellulaires infectees par T. gondii, et possedent de ce fait un grand 

nombre de proteines d'origine cellulaire (DESGEORGES et ah, 1980 ; HUGHES et VAN 

KNAPPEN, 1982; CHUMPITAZI et al., 1983, 1987). Le rôle protecteur de ces antigènes de 

poids molCculaires variant de 6 à 800 kDa (ROQUES et al., 1986) n'a pas et6 démontré. 

nes de rho~tries 

Ces antigènes sont impliquds dans l'invasion de la cellule hôte et contiennent une 

activite PEF ("penetration enhancing factor", LYCKE et NORRBY, 1966; LYCKE et al., 

1975). Ils ont eté recemment caracterisCs, à l'aide d'anticorps monoclonaux et par 

immunotransfert d'une sous-fraction cellulaire enrichie en rhoptries. Deux antigenes majeurs de 

poids molt?culaires respectifs de 55 et 60 kDa (SADAK et al., 1988) ont Cte identrfiCs. 

Des anticorps monoclonaux diriges contre des antighes de rhoptries de 60 et 43 kDa ddcrits par 

SCHWARTZMAN et KRUG, en 1989, se sont avCr6s capables de bloquer l'effet du P.E.F. sur 

la pCnCtration des toxoplasmes. Enfin, un antigene de 42 kDa a aussi Cté dCcrit par KIMATA et 

al., en 1987. 



E.11. LES ANTIGENES DES AUTW,S STADES PARASITAI- 

Les antigenes spdcifiques de stade ont Cd peu 6tudiCs jusqu'à present. Ce sont les 

travaux de KASPER et al., en 1984 qui ont permis l'identification de 2 antigènes de 67 et de 25 

kDa, caractéristiques de la membrane du sporozoïte et de la paroi de l'oocyste. 

Puis, un antigène de poids moldculaire apparent de 20 kDa apparemment cytoplasmique, 

spécifique des bradyzoïtes et commun à plusieurs souches de T. gondii a éte identifie (OMATA 

et al., 1989), ainsi que 4 antigènes de poids moleculaires apparents 36, 34,21, et 18 kDa dont 

trois au moins sont probablement des antigknes de surface des bradyzoïtes (TOMAVO et al., 

1991). Enfin, certains anticorps monoclonaux diriges contre la forme tachyzoïte, notamment 

contre les antigènes de 22 et de 30 kDa, ne réagissent pas avec la surface des sporozoïtes et des 

bradyzoïtes (KASPER, 1989). Récemment, MAKIOKA et al., (1991~). ont confirmC 

l'existence d'antigenes spécifiques de stade tachyzoïte et bradyzoïte chez la souche ME49 de T. 

gondii, l'aide de sérums d'infection humaine et expérimentale. 

D'autres auteurs se sont orientés vers la recherche d'antigenes des différents stades 

présentant des épitopes communs. Ceci repose sur l'hypothese, qu'au cours des affections 

chroniques caracterisées par une immunitd non sterilisante comme la toxoplasmose, une 

immunite durable ne pourrait être maintenue que grâce à l'expression d'epitopes communs entre 

les différents stades d16volution parasitaire. Ces 6pitopes communs prksenteraient donc un 

intérêt indeniable dans la conception d'une immunoprophylaxie efficace. 

Ce sont essentiellement les travaux de DARCY et al., en 1990 qui decrivent 4 antigènes de 

tachyzoïtes de 63, 43, 39, et 28.5 kDa reconnus par des serums diriges contre des extraits de 

bradyzoïtes, et la présence d'une molecule de 43 kDa de bradyzoïtes reconnue par des serums 

diriges contre le tachyzoïte. Ces travaux ont dté confmds par TOMAVO et al., (1991), qui 

demontrent la presence de deux antigenes de surface communs au bradyzoïte et au tachyzoïte: 

P43 et P23. Enfin, des antigènes de rhoptries de 55 et 60 kDa sont Cgalement communs aux 

differents stades, tachyzoïte, bradyzoïte et sporozoïte (SADAK et a l ,  1988). 



lFQ LA RIEPONSIE  NIE CONTRIE Te GQNDltlt 

Au cours de l'infection par T. gondii, la réponse immune fait intervenir il la fois des 

mécanismes humoraux et ceiiulaires. La part respective de chaque type de mécanisme est encore 

mal connue et dépend surtout de l'hôte considéré, bien que la part prépondérante de l'immunité il 

médiation cellulaire soit généralement admise (REMINGTON et KRAHENBUHL, 1982; 

JOHNSON, 1990). La résistance à la réinfection, bien Ctablie chez l'homme immunocompétent, 

a été observée également dans de nombreuses especes de laboratoire dont la souris, le lapin, le 

hamster, et le singe rhésus. Cette résistance apparaît 2 il 4 mois aprks l'infection initiale, mais 

n'élimine pas les parasites de la primoinfection: c'est une immunité non stdrilisante encore 

appelée immunité de prémunition. 

F.I. IMPORTANCE DE LA REPONSE A MEDIATION CELLULAIRa 

F.I.1. Mise en évidence de la ré~onse  à m é d m n  ceil- 

L'immunité médiation cellulaire au cours de la toxoplasmose peut être détectée in 

vitro et in vivo. 

In vivo, on peut mettre en Cvidence une réaction d'hypersensibilité retardée (HSR), vis-&-vis 

d'un antigene total de T. gondii. Cette rCaction a été décrite chez l'homme par FRENKEL 

(1948), ainsi que dans de nombreux mod&les animaux. Elle peut apparaître tardivement, 

plusieurs mois plusieurs années apres l'infection initiale (REMINGTON et KRAHENBUHL, 

1982). Chez l'homme ce type de rCponse peut être provoqué par un test cutané d'injection 

d'antigenes toxoplasmiques et reflete la présence d'une infection chronique. Une modification 

du test cutane utilisant des exoantigenes parasitaires a permis d'en augmenter la spécificité et la 

sensibilite (ROUGIER et al., 1985). 



In vitro, la prolifération lymphocytaire vis-à-vis d'antigènes de Toxoplasma gondii a 

pu être observée par le test de transformation lymphoblastique (?TL). 

Chez l'homme, plusieurs dtudes ont étd réalisdes à l'aide d'extraits antigéniques totaux ou 

d'antigènes excrétés-secrétés par le parasite (KRAHENBUHL et al., 1972; HUGHES et al., 

1985). Différentes dtudes ont ddmontré que les lymphocytes T de certains patients en phase 

aiguë de la toxoplasmose prolifèrent moins en réponse h l'antigène que des lymphocytes de 

patients en phase chronique (LUFT et al., 1984a; ANDERSON et  al., 1977). En effet, chez 

certains sujets, une réponse proliférative T est détectée des 1 à 3 mois après l'infection, mais 

cette réponse est présente chez l'ensemble des sujets à partir d'l an (MADDISON et al., 1979; 

ANDERSON et al., 1979). et peut persister tr6s longtemps (au moins 20 ans). 

Cette méthode possède un intérêt dans les cas de toxoplasmose congénitale puisqu'elle peut être 

appliqude à des enfants âgés de moins d'un an (WILSON et  al., 1980), bien qu'une absence 

totale de prolifération vis à vis d'antigènes de T. gondii puisse être ndanmoins observée dans 

certains cas (McLEOD et  al., 1985). Enfin, une rdponse proliférative importante vis-à-vis de 

l'antigène P22 a étd ddcrite chez des patients présentant une toxoplasmose oculaire 

(NUSSENBLATT et  al., 1989). 

F.I.2. Im~llcahon des d 
. . ifférentes cellules et de leurs 

La rdponse contre T. gondii fait intervenir un grand nombre de populations 

cellulaires effectrices, parmi lesquelles les macrophages et les lymphocytes T jouent un rôle 

prepondérant, mais implique Sgalement les plaquettes et les cellules NK. De nombreuses 

lymphokines agissant sur ces différents types cellulaires sont impliquées dans ces mécanismes, 

cependant l'IL2 et 1'IFN y semblent jouer un rale preponderant au cours de l'immunite (Figure 

11). Un grand nombre d'équipes se sont attachees à l'étude approfondie de cette réponse afin de 

comprendre le rôle respectif de chaque type cellulaire. 
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a. Rôle des cellules à activité ~hagocvtaire: m a c r o ~ b s  et neutrooh- 

Dans les macrophages, la penetration de t o ~ o p h m e s  opsonish entraîne la mort 

intracellulake du parasite. Des parasites préalablement traités par du sérum decomplCmente de 

souris immune ou par des anticorps monoclonaux diriges contre des antigènes de surface du 

parasite sont phagocytés par les macrophages. On observe alors une fusion entre la vacuole 

parasitophore et les lysosomes entraînant une acidification de la vacuole et la destruction des 

parasites (JONES et  al., 1972a et b et 1975; ANDERSON et  al., 1976; SETHI et al., 198 1 ; 

HAUSER et REMINGTON, 1981). Des mecanismes dependant de l'oxygkne sont impliquCs 

dans la destruction des parasites par les macrophages. Ces mCcanismes entraînent la production 

de metabolites specitiques dont le radical OH0 et l'anion superoxyde qui sont actifs sur T. gondii 

(MURRAY et al., 1979; HUGHES, 1988). Au cours de la phagocytose de toxoplasmes 

opsonisds on observe une activation de la NADPH oxydase; ceci est en faveur d'une 

augmentation de l'activité oxydative des macrophages (DE CARVALHO et DE SOUZA, 1989). 

Par contre, le comportement des macrophages vis-&-vis de tachyzoites vivants non 

opsortirés, varie selon les espèces: 

L'entree de toxoplasmes vivants dans des macrophages de souris saine n'entraîne pas la 

destruction du parasite. Il n'y a pas de fusion entre la vacuole parasitophore et les lysosomes 

(JONES et  al., 1972b; BLOOM, 1979; NICHOLS et O'CONNOR, 1981). pas d'acidification 

de la vacuole parasitophore ni de gendration de radicaux libres (WILSON et  al., 1980). Des 

macrophages de souris infectées exercent par contre une action statique ou lytique vis-&-vis des 

parasites avec implication de processus oxydatifs (MURRAY et  al., 1979). 

Chez le rat et l'homme, naturellement resistants l'infection par T. gondii, les macrophages 

alvColaires et pdriton6aux tuent les toxoplasmes sans qu'il y ait besoin de stimulation préalable, 

par des mecanismes essentiellement non oxydatifs (MURRAY et al., 1985; McCABE et 

REMINGTON, 1986; CATTERALL et al., 1986b et 1987). 



En cmfkwn ,  la destruction des parasites dans les macrophages peut donc provenir de deux 

mdcanismes diffdrents, oxygene-ddpendant et oxygene-inddpendant, le premier mecanisme 

semblant ndanmoins prdponddrant. 

Enfin, les tachyzoïtes sont capables de prolifdrer dans 25 35% des neutrophiles 

humains (NAKAO et KONISHI, 1991a et b). Par contre, l'opsonisation des parasites entraîne 

rapidement leur mort dans ces cellules. 

F.I.2.môle des lvm~hocvtes et des l v m o h o k i ~  

Le rôle primordial des lymphocytes dans l'immunitd protectrice a dtd dtabli des 1967 

par FRENKEL. Le transfert de cellules spldniques ou ganglionnaires d'un hamster immun h 

d'autres hamsters induit une protection significative contre une infection ldthale par T. gondii.. 

Le transfert passif de cellules thymiques de souris normales h des souris athymiques "nude" 

conf&re h ces dernieres une rdsistance contre l'infection (LINDBERG et FRENKEL, 1977). Le 

transfert de lymphocytes T non spdcifiques provenant de rats euthymiques chez le rat "nude", 

permet aussi de restaurer la rdsistance h l'infection (SANTORO et al., 1987). Le transfert passif 

de cellules de la rate provenant de souris immunisées avec le mutant thermosensible ts-4 de T. 

gondii (PFEFFERKORN et PFEFFERKORN, 1976) a permis d'obtenir une protection vis h vis 

de la souche modérée C56, et d'etablir la participation des cellules L3T4+ (CD4+) et Lyt2+ 

(CD8+) dans la résistance h l'infection (SUZUKI et REMINGTON, 1988a; NAGASAWA et 

al., 1991). Ces travaux ont dtd confirmds récemment par d'autres auteurs (GRAZINELLI et al., 

1991; ARAUJO, 1991) montrant que les lymphocytes T CD4+ participeraient au developpement 

d'une résistance au cours de la vaccination par le mutant ts-4 de T. gondii, et pendant la phase 

aiguë de la toxoplasmose, tandis que les lymphocytes T cytotoxiques CDS+ seraient impliques 

dans le maintien de l'irnmunitd protectrice (KHAN et al., 1991; NAGASAWA et al., 1991). 



Ces 2 types cellulaires interviendraient dans le contrôle de la formation des kystes (BROWN et 

Mc LEOD, 1990; PARKER et al., 199 1). 

D'autre part, les lymphocytes T cytotoxiques CDS+ humains ou murins sont impliquds dans la 

lyse directe de tachyzoïtes extracellulaires (KHAN et al., 1988b, 1990). Chez l'homme et la 

souris, les cellules T CDS+ cytotoxiques sont Cgalement impiiquees dans la destruction de 

parasites intracellulaires (YANO et al., 1989; SUBAUSTE et al., 1991; KASPER et al., 1992). 

Parmi les differentes lymphokines, l'interferon ysemble jouer un rôle prdpondérant 

dans la rdsistance h l'infection (SUZUKI et al., 1988b). Chez la souris, l'interferon yendogene 

semble être implique dans la prévention de l'encephalite toxoplasmique (SUZUKI et al., 1989). 

D'autre part, l'injection d'interferon y recombinant previent la mort des animaux par 

toxoplasmose aiguë (McCABE et al., 1984). Le traitement par l'interféron y de souris 

ciironiquement infectees, rdduit significativement la rdponse inflammatoire dans le cerveau 

(SUZUKI et al., 1990b). D'autre part, un traitement par un anticorps monoclonal anti-interféron 

y supprime l'immunité conférée par les cellules T CD8+ de souris vaccinees par le mutant ts-4 

(SUZUKI et REMINGTON, 1990a). Enfin, le rôle protecteur de l'interfdron y a été confirmé 

dans un modCle d'infection de la souris par 1200 kystes de la souche 76K par voie orale, et 

egalement dans le modCle expérimental du rat "nude" (BENEDEmO et al., 1991). 

Chez l'homme, l'interfdron y semble être Cgalement impliqué dans l'inhibition de multiplication 

des toxoplasmes dans les fibroblastes et ceci par la ddgradation d'un acide amin6 essentiel pour 

la croissance intracellulaire du parasite, le tryptophane (PFEFFERKORN et al., 1986). Ce rôle 

n'a cependant pas Cté confmC chez la souris (SCHWARTZMAN et al., 1990). 

Contrairement A l'interféron y, le GMCSF (granulocyte macrophage colony 

stimulating factor) n'a pas d'effet sur l'activité des macrophages envers le parasite (COLEMAN 

et al., 1988). 



Le TNF a ( Tumor necrosis factor) n'augmente pas non plus l'activité des macrophages (DE 

TITT'O et al., 1986). mais induit une protection significative chez la souris en synergie avec 

d'autres lymphokines, notamment l'IL1 a et l'IL1 (CHANG et al., 1990). 

Enfin 1'1.2 pourrait intervenir en réduisant le nombre de kystes dans le cerveau et la 

mortalitd chez des souris infectdes par une dose ldthale de T. gondii. Cette rdduction semble 

conélée & une augmentation de l'activité des cellules NK (Natural killer) (SHARMA et al., 

1985). Chez le rat, l'effet protecteur de l'IL2 serait plutôt lid à l'activation des cellules LAK 

(lymphokine activated luller) (DANNEMANN et al., 1989). 

F.I.2.c. Rôle des cellules NY 

La participation de ces cellules dans l'immunité vis-&-vis de T. gondii reste très 

controversee et mal connue. Pour certains auteurs, des cellules NK de souris infectdes 3 jours 

auparavant par des tachyzoïtes de la souche RH se sont révélées hautement cytotoxiques pour 

des toxoplasmes extracellulaires, par contact direct entre la cellule et la cible parasitaire 

(HAUSER et  al., 1986). A l'oppose, les travaux de HUGHES et al., (1988) ne montrent pas 

d'activité lethale pour cette population cellulaire vis-à-vis du parasite. 

F.I.2.d. Rôle des  mette^ 

Les plaquettes de rats inîkct6 ou immunisés par les antighes ES, et portant un grand 

nombre dtIgE de surface sont capables de conférer par transfert passif une protection il des rats 

"nude" infectés par une dose lethale de parasites (RIDEL et aL, 1988). D'autre part, YONG et 

al., (1991) ont montré que des plaquettes humaines non immunes sont capables de tuer les 

parasites, et que le tromboxane serait impliqud dans cette cytotoxicité plaquetraire. 



F.11. IMPORTANCE DE LA REPONSE HUMORALE DANS L'IMMUNITE 

F.II.1, Rôle des anticor~s d w  la ~rotectioq 

Bien que l'infection par T. gondii soit accompagnée de la production d'anticorps 

specifiques d'isotypes differents, on ne connaît pas la part exacte de cette repense dans 

l'immunité. Des 1966, HULDT a immunisé des lapins avec des toxoplasmes tues par la chaleur; 

bien que des titres élevés en anticorps aient étt? obtenus, ces lapins n'ont pas resisté une 

reinfection par une souche virulente du parasite. Par la suite, la participation de la réponse 

anticorps dans la protection a surtout eté dtudiée par transferts passifs d'anticorps dans différents 

modkles experimentaux, tels que la souris, le rat "nude", le lapin et le cobaye. 

F.II.1 .a. Etudes Dar transferts msi fs  d . 1 .  

Chez la souris, le transfert passif d'anticorps specifiques n'a pas permis d'obtenir une protection 

significative lors de l'infestation par une souche virulente de T. gondii (FOSTER et al., 1968; 

GILL et al., 1970), par contre une protection significative a été obtenue contre des parasites de 

virulence moderee (JOHNSON et al., 1983b; SHARMA et al., 1984). 

De plus, le traitement de souris par un anticorps anti p qui inhibe la formation 

d'anticorps, entraîne une exacerbation de l'infection. Ces souris ne survivent pas malgré un 

traitement A la sulfadiazine, mais le transfert passif d'anticorps spécifiques permet alors une 

elimination des parasites chez 50% des animaux (FRENKEL et TAYLOR, 1982). 

Chez le cobaye, un transfert passif de sérum immun, est capable d'induire une protection contre 

une infection par la souche virulente RH (PAVIA, 1986). 

Enfin, chez le rat "nude", DARCY et al., en 1988 ont démontre? par transfert passif le raie 

protecteur d'anticorps diriges contre des antighnes excre?te?s-dcre?tés par le parasite. Le rôle des 

anticorps d'isotype IgE au cours de cette protection a éd souligne? (RIDEL et al., 1988). 



F.II.1. b. Principaux mCcanisa)es d actlon des anticoip~ . . ' 

Les anticorps peuvent agir en detruisant les parasites avant ou apres leur entrée dans 

la cellule-hôte et ceci par differents mecanismes: le premier, ddmontré par SABIN en 1948, est 

la lyse dependante du complement ou "Dye-Test" dont nous avons dCjh parlé. Un second 

mécanisme, l'opsonisation, permet la phagocytose des parasites et leur destruction au niveau des 

macrophages. De plus, les anticorps participent h d'autres mecanismes indirects appeles 

mecanismes d'ADCC (antibody-dependent-cellular-cytotoxicity consistant h " m e r "  certaines 

cellules (macrophages, plaquettes...), qui interviennent dans la lyse de parasites. Enfin, la 

prCsence d'une forte rCponse anticorps, pourrait limiter la dissemination en favorisant la 

formation des kystes (BRINKMAN et al., 1987). 

Dès 1948, SABIN et FELDMAN, ont mis en Cvidence grâce au Dye-test la presence 

d'une reponse anticorps chez les patients infectés par T. gondii. 

La toxoplasmose induit une repense polyisotypique (IgM, IgG, IgA, et IgE) . Chez l'homme, la 

detection des anticorps IgM et IgG constitue jusqu'h maintenant la base des methodes de 

diagnostic classiques. 

Les anticorps IgM apparaissent des le 7 &me jour apres l'infection. Cette reponse 

atteint un maximum en quelques semaines et diminue par la suite. Ces anticorps peuvent 

persister pendant de longues periodes chez certains individus (KONISHI, 1987). 

Les anticorps d'isotype IgG apparaissent quant h eux dans les 1 il 2 mois qui suivent l'infection 

et atteignent un plaieau vers la 6 eme semaine. Puis le titre en anticorps decroît pendant plusieurs 



mois et des taux résiduels persistent pendant toute la vie ( toxoplasmose chronique). 

Afin d'améliorer les tests de diagnostic sérologique, la spécificité de reconnaissance de ces 

différents anticorps a été analysée par quelques auteurs en immunoélectrotransfert. Des drums 

humains de phase aiguë et chronique contiennent des anticorps d'isotype IgG et IgM diriges 

contre de nombreux antigènes de poids mol6culaires apparents compris entre 115 il 6 kDa. 

Néanmoins, les anticorps IgG de drums de phase aiguë reconnaissent préférentiellement un 

antigène de 35kDa et les anticorps IgM un antighe de 6 kDa (SHARMA et al., 1983; 

PARTANEN et al., 1983, POTASMAN et al., 1986, SUZUKI et al., 1988~). Enfin, une dtude 

concernant les différents sous-classes isotypiques chez l'homme a souligné la prédominance 

des IgGl dirigées contre l'antigène P30 au cours de l'infection (HUSKINSON et al., 1989). 

F.ZI.2.b. Détection de la rkponse anticorps d'isotvpe l@2 et 

Dès 1982, PINON et al., démontrent par la technique des pics E.L.I.F.A. 

(Enzyme-linked immunofiltration-assay) que certains constituants antigéniques sont capables 

d'induire au cours de la toxoplasmose humaine une réponse anticorps d'isotypes G, M, A, ou E 

et que la présence d'anticorps IgE et IgA est autant significative d'une infection récente que la 

détection classique des IgM. La même année, cintérêt h I f l  au cours de la toxoplasmose est 

également évalue (BESSIERES-CATHALA, 1982). Les derniers travaux de PINON et al., 

(1987,1990) demontrent que les anticorps d'isotype IgE, d'apparition précoce sont détecds 

chez 86 % des patients infectes et dans les sérums d'enfants presentant une toxoplasmose 

congénitale, A la naissance et au cours de la premiere annee de la vie. 

Pendant la derniere decade, de nombreux auteurs se sont interesses il la cinétique 

d'évolution dh anticorps @A. Les IgA spécifiques sont ddtectées précocément dans le sérum 

d'infections humaine et experimentale et disparaissent géneralement en 3 9 mois chez l'homme 

(SEGUELA, 1982). Certains travaux decrivent l'apparition des anticorps IgA comme 



immédiatement postérieure à celle des IgM (TURUNEN et al., 1983), d'autres comme 

simultanée (VAN LOON et  al., 1983; FAVRE et al., 1984; LE FICHOUX et al., 1987), par 

contre les IgA sont toujours absentes dans le cas d'immunites anciennes. La mise en evidence 

d'une forte reponse IgA contre l'antigène P30 a conduit à la mise au point d'un test 

d'immunocapture IgA et à la confirmation de la présence de cette réponse au cours de la 

toxoplasmose aiguë (DECOSTER et al., 1988a. 1991, 1992). Un autre test d'immunocapture 

I.S.A.G.A. (Immunosorbent agglutination assay) permet aussi la detection dlIgA dans le sérum 

et le liquide céphalorachidien (PINON et al., 1986b). 

Lors de la toxoplasmose congénitale, l'absence de passage transplacentaire des IgA maternelles, 

et la synthèse in utero dlIgA par le foetus infecte permettent d'ores et dCjà d'améliorer le 

diagnostic précoce de l'infestation de l'enfant par la détection dlIgA spécifiques. Actuellement, 

la detection des IgA parfois en absence dlIgM, permet d'etablir un diagnostic precoce de 

l'infection congénitale (LE FICHOUX et al., 1987; DECOSTER et al., 1988a, 199 1, 1992). 

G, LIES ANTIiCûDRM DQIiSOTYPE IRA DANS ILQIIMMUJNITIB 

il y a aujourd'hui presque 30 ans que le concept d'un syseme immun muqueux fut 

developpe (CHODIRKER et TOMASI, 1963). Ce concept etait basé sur des études concernant 

le contenu des différents liquides biologiques, avec l'observation frappante que 1'IgA 

representait l'isotype majeur au niveau des sécrdtions baignant les muqueuses. De plus, les IgA 

sériques etaient differentes des IgA s6crétoires et contenaient un constituant supplkmentaire, la 

pièce sécrétoire, impliqué dans le transport de ces IgA particulières (TOMASI et al., 1965). 

Depuis, on a demontre que chez certaines espèces, les compartiments systemiques et sécrbtoires 

sont trks nettement indépendants: 

Chez fhumm&, la majorite des IgA du semm est produite en premier lieu dans la moëlle osseuse 



et n'intervient pas de façon significative dans les sécrétions externes (KUTEH et al., 1982). 

tandis que les IgA trouvees dans la plupart des secretions sont produites par des plasmocytes 

distribues dans les tissus sécrétoires et ne contribueraient pas ou peu au pool circulatoire. 

Chez dautres espèces, notamment le rat et la souris, le métabolisme est quelque peu different 

et la presence dlIgA au niveau de certaines sdcrétions serait le resultat d'un transport 

d'immunoglobulines provenant du serum (HALSEY et al., 1980; FISCHER et al., 1979; 

DELACROIX et al., 1985). 

Ç.I. STRUCTURE ET PROPRIETES BIOJ,OGIOUF.S DES 

Il existe donc deux types principaux d'IgA: les IgA sériques et les IgA sécrétoires (Figure 12). 

Les IgA seriques sont constituees d'un assemblage de 2 chaînes lourdes et de 2 

chaines lkgeres (K OU A). Chez l'homme, il existe deux sous-classes d'IgA, les IgAl et les IgA2 

(Revue par MESTECKY et RUSSEL, 1986 ; MESTECKY et McGHEE, 1987; KERR, 1990) 

qui se differencient au niveau de la region charnibre ("Hinge region") de la chaîne lourde par la 

presence d'une deletion de 22 acides aminCs sur 365 dans le cas de 1'1gA2 et par leur 

composition en glycanes. L'IgA2 possède deux ailotypes IgA2 (1) et IgA2 (2) differents par la 

position des ponts disulfure. 

L'IgAl prkdomine largement dans le &mm et les muqueuses, bien que les taux d'IgA2 soient 

nettement augmentes A ce niveau. La concentration sérique de 1'IgA est d'environ 3gll pour 

12gll dlIgG, mais comme les IgA sont catabolisees 5 fois plus vite, les taux de synthbse 

semblent donc équivalents. Chez d'autres espèces, notamment le rat et la souris, les taux d'IgA 

sdriques sont beaucoup plus faibles et les IgA predominent sous forme polymdrique. 
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STRUCTURE DES IgA 



Les sécrétions externes contiennent des formes dimériques et t&tramériques associées 

à un polypeptide J et il un composant sécrétoire. La molécule d'IgA sécrétoire est le produit de 

deux cellules differentes: les plasmocytes qui produisent l'IgA avec la chaîne J et les cellules 

épithéliales qui produisent la pièce sécrétoire. 

Le polypeptide J est également associé aux IgM polymériques. Sa production s'effectue dans 

des cellules B immatures, mais la synthèse est nettement augmentée dans les cellules B matures 

après contact antigénique. Son assemblage avec les IgA et les IgM survient tardivement, 

probablement juste avant la sécrétion. La chaîne J se lie il l'avant-dernière cystéine de l'extrémité 

C terminale. Cette fixation permettrait ii la molécule d'adopter une conformation qui faciliterait la 

bonne interaction avec la piece sécrétoire (TOMASI, 1989). 

Le récepteur pour les IgA polymériques est une protkine membranaire située il la surface des 

cellules épithéliales. Son clivage libère la partie ectoplasmique qui entre dans la composition des 

IgA et IgM sécrétoires et est également retrouvée comme glycoprotéine libre présente dans les 

secrétions externes. 

Les caractéristiques et les propriétés des IgA sont succintement présentées dans le Tableau 1. 

Les IgA ne traversent pas le placenta, fixent le complément par la voie alterne et possèdent une 

demi-vie assez courte. Les IgA possèdent néanmoins d'autres proprietés importantes telles que 

l'absence de f~tation sur la protéine A de Staphylocococcus aureus et la fixation sur les cellules 

possédant un récepteur Fca. Les IgA humaines peuvent notamment se fixer sur les neutrophiles, 

les lymphocytes B et T (Revue par MESTECKY et McGHEE, 1987) et les éosinophiles 

(CAPRON et al., 1988). 



A. PROPRIETES DES IgA HUMAINES 

IgA 

Forme 

Sédimentation 

Poids moléculaire 

Pièce sécrétoire 

Chaîne J 

lgAl 
lgA2 

I 

B. COMPARAISON ENTRE IgA DE DIFFERENTES ESPECES 

Sécrétoires 

Polymère 

11s 

390000 

+ 

+ 

50-75% 
25-50% 

Rat 

Souris 

Homme 
IgAl 

TABLEAU 1 

PROPRIETES ET DISTRIBUTION DES IgA 

Sériques 

Monomère 

7s 

165000 

- 

- 

80-90% 
1 O-20% 

L 

Poids 
moléculaire 

en kDa 

160-320 

160-400 

165 -390 

concentration 
sérique 
m g/m 1 

0,03-0,05 

0,4-1,3 

2-3 
0,3-0,s 

fixation du 
complément 

+ 
Voie alterne 

+ 
Voie alterne 

+ 
Voie alterne 

transfert 
placentaire 

- 

- 

- 
- 

1/2 vie 
(jours) 

I 

1 ,1 

1,3 

5 à 6  



Chez les mammifères, les tissus lymphoïdes associes l'intestin (GALT: 

gut-associated lymphoid tissues) et les tissus lymphoïdes associes au système respiratoire 

(BALT: bronchus-associated lymphoid tissues) sont des sites majeurs inducteurs d'IgA 

conduisant la production d'IgA dans les sdcretions externes. Ce système a etc appele syst&me 

immun muqueux (Figure 13A). II peut être subdivisé en sites inducteurs d'IgA et en sites 

effecteurs où il y a synthèse d'IgA. Les antigènes inhales ou ingeres sont captes par ces tissus 

spécialisés (BALT et GALT). La stimulation de precurseurs B au niveau du GALT lors de 

l'ingestion de l'antigène conduit il la dissémination de cellules B et T vers les sites effecteurs tels 

que la lamina propria, et de nombreuses glandes secretoires. Les sites inducteurs d'IgA sont 

classiquement representes au niveau du GALT par les plaques de Peyer, l'appendice, et de petits 

nodules lymphoïdes (Revue par McGHEE et al., 1992). 

La plaque de Peyer contient une region, appelCe dome, enrichie en lymphocytes et 

macrophages. Ce dome est couvert par un épithdlium renfermant de nombreuses cellules M 

("microfolded") spdciaiisées dans la capture de l'antigène. L'antigène est ensuite presenté au 

tissu lymphoïde sous-jacent contenant une zone B fiche en lymphocytes B possédant des IgA de 

surface, et une zone T renfermant majoritairement des lymphocytes T CD4+ (environ 65% des 

lymphocytes T) favorisant l'élaboration de réponses IgA (Figure 13B). On y trouve Cgalement 

des lymphocytes T CD8+ (environ 25% des cellules T) pr6curseurs de lymphocytes T 

cytotoxiques, et Cgaiement des macrophages et des cellules dendritiques. Après stimulation, les 

cellules B et T quittent les plaques de Peyer par les canaux lymphatiques et atteignent la 

circulation par le canal thoracique. Puis ces lymphocytes vont peupler les sites effecteurs, 

notamment la lamina propria. Au niveau des sites effecteurs, les cellules majoritaires sont 

également les lymphocytes T CD4+ (environ 50% des cellules T), les lymphocytes T C D ~ +  

(environ 30% des cellules T), les lymphocytes B stimules par l'antigène et differencies en 

plasmocytes producteurs d'IgA (environ 90% des plasmocytes). 
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GULATION DE LA W O N S E  IgA PAR LYMPHOCYTES T 

La dependance lymphocytaire T de la réponse IgA a et6 suggeree pour la premiére 

fois par le fait que des souris athymiques ne présentaient que de faibles taux d'IgA (LUZZATI et 

JACOBSON, 1972). Puis ELSON et al., en 1979, ont montré que la réponse IgA etait régulée 

par des lymphocytes T présents en grande quantité au niveau des plaques de Peyer. Des 

lymphocytes T suppresseurs existant à ce niveau peuvent migrer vers les tissus périphériques où 

ils provoquent une absence de rdponse: c'est la tolérance par voie orale. Cet effet peut être 

supprimé par l'intervention de cellules contrasuppressives permettant au contraire d'augmenter 

la repense immune (Figure 14A). 

Les cellules T "helper" de plaques de Peyer stimulées par la concanavaline A suppriment les 

repenses IgG et IgM, mais favorisent la production d'IgA par des cellules B activees d'origine 

~plénique~ou de plaques de Peyer. Par contre des cellules T "helper" de la rate activees par le 

même mitogene, suppriment au contraire les reponses IgA. 

Deux types de cellules T semblent ainsi réguler la réponse IgA différents niveaux dans la 

plaque de Peyer (Figure 14B): 

- liés ceCC& Th commutatiàn (jwitch) qui permettent l'induction préférentielle de cellules 

B portant des IgA membranaires, mais n'induisent pas la differentiation terminale des cellules B 

IgA+ en plasmocytes (KAWANISHI et al., 1983). Ces cellules pourraient agir par le biais du 

TGF (Tumor Growth factor) qui serait capable d'induire cette transition (SONODA et al., 

1989). 

- d'autres ceuufk TD4+ exprimant des récepteurs Fc a seraient impliquées dans l'induction 

spécifique de la rtponse IgA. Les rCcepteurs Fc a ont Ci6 mis en Cvidence sur des cellules T 

humaines et murines et peuvent être libérés sous forme soluble ou IBF (immunoglobulin 

binding factor). ~e'mécanisme d'action de ces facteurs solubles est encore mal connu. 
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Ces IBF a pourraient exercer deux effets antagonistes selon leur concentration, une forte 

concentration supprimant la reponse IgA et une faible concentration permettant au contraire, une 

augmentation de cette repense ( W O N 0  et al., 1985). 

C h  h souris, les cellules T CD4+ peuvent être diffdrencides en TH1 et TH2 ( T helper 1 et 2) 

selon les cytokines qu'elles secretent (MOSMANN et al., 1989). Ces deux types de 

lymphocytes T sont presents dans les sites inducteurs et effecteurs d'IgA. Cependant, les sites 

effecteurs contiennent davantage de cellules TH2 produisant les lymphokines IL4, iL5, IL6, et 

IL10, que de cellules TH1 sécretant de l'IL2, de 1'IFN yet du TNF P. Dans les sites inducteurs 

d'IgA par contre, on note une egale distribution des populations TH1 et TH2 (TAGUCHI et 

al., 1990). L'IL5 et IL6 agissent en induisant la synthbse d'IgA (McGHEE et al., 1989; 

BEAGLEY, et al., 1988, 1989). L'IL5 agit sur des cellules dej& engagees vers la production 

d'IgA et provoque donc la differenciation terminale de ces cellules (HARRIMAN et al., 1988; 

SCHOENBECK et al., 1989). L'IL6 induit Cgaiement la differenciation terminale des cellules B 

et apparaît il ce niveau deux & trois fois plus efficace que l'IL5 (BEAGLEY et al.,1989). 

C h  h singe r&.sus, il semble peu probable que les cellules T des sites effecteurs et inducteurs 

d'IgA repr6sentent une population homogbne de cellules analogues aux TH1 et TH2 murins. La 

capacité de ces cellules & produire et il utiliser les differentes lymphokines semble être davantage 

le résultat d'un Ctat d'activation et de différenciation particuliers (JAMES et al., 1990). 

Enfrn, chez f h ,  on a pu montrer dans un modble in vitro, permettant une differenciation 

des cellules B en absence de cellules T, que la commutation isotypique (switch) des cellules B 

portant des IgD de membrane vers des cellules engagdes dans la production d'IgA survient après 

coculture en présence de TGF P et d'un anti-CD40 (marqueur present sur les lymphocytes B). 

Le signal necessaire pour la croissance et la differenciation de ces cellules B serait par contre 

l'IL10 (DEFRANCE et al., 1992). 



G.IV. FONCTIONS CONNUES D u  

Le rôle des IgA sériques est encore inconnu bien que ce type d'anticorps soit retrouvé 

au cours de nombreuses infections. Le rôle des IgA sécrétoires a fait par contre l'objet de 

nombreux travaux. Dans les sécrétions, les IgA sont prédominantes sous forme dimerique et 

tétramérique et agissent dans un environnement riche en enzymes protéolytiques 

(MAGNUSSON et al., 1982). Ceci leur confire des avantages non négligeables par rapport aux 

autres immunoglobulines présentes au niveau des muqueuses. La formation de complexes entre 

l'antigkne et 1'IgA sécrCtoire limite la pénétration de cet antigkne au niveau des muqueuses. 

D'autre part, la faible capacité d'activation du complément par ce type d'immunoglobulines, 

permet de limiter la création de réactions inflammatoires locales. Enfin, les IgA peuvent 

également supprimer certaines réactions anaphylactiques créées par les anticorps d'isotype IgE et 

IgG (RUSSEL-JONES et al., 1980, 1981). 

G.IV.l. Neutralisation de V- . . 

L'importance de ce mécanisme a Cîé souligné dans la prévention de l'infection (Revue 

par OGRA et  al., 1989). Les IgA sécrétoires sont particulierement efficaces dans la 

neutralisation des virus. Ceci a éîé montré l'aide d'études réalisées sur le virus Influenza A. En 

effet, au cours de cette Ctude, les IgA sécrétoires se sont révélées plus efficaces que les IgA 

monom&res ou les IgG, en empêchant la pénétration de virus dans les cellules (TAYLOR et al., 

1985). 

G.IV.2. Fonctions antibacterienn~ * .  

Des IgA sécrétoires spécifiques sont produites au cours de nombreuses infections 

bactériennes. Leur rôle possible dans l'inhibition de l'adhérence des bactéries aux cellules 



épithéliales muqueuses (WILLIAMS et GIBBONS, 1972 ; FUBARA et FRETER, 1973) et 

dans l'opsonisation de bacteries (BOHNSACK et al., 1989) est connu. Les IgA peuvent de 

plus limiter la croissance des bacteries en agissant en synergie avec la lactotransfemne. 

Neanmoins, elles peuvent empêcher l'adherence d'entdrobactéries aux cellules épitheliales par 

des mécanismes indépendants de leur activitd specifique d'anticorps et impliquant des 

interactions de type lectine (WOLD et al., 1990). 

D'autre part les IgA peuvent se fixer sur un grand nombre de celules possedant un recepteur 

Fca. L'activite antibactérienne de monocytes et de lymphocytes des muqueuses et des organes 

lymphoïdes ainsi atmes grâce h la fixation de 1'IgA secrétaire peut être augmentée dans des 

mt?canismes de cytotoxicite anticorps-dependants (ADCC) (TAGLIABUE, 1984). 

Un effet neutralisant des IgA sécrétoùes vis h vis d'enzymes et de toxines bactériennes a 

égaiement été prouvé (FUKUI et al., 1973). Enfui, il a étC demontré que des IgA salivaires 

specifiques dirigées contre Streptococcus mutans sont responsables de la réduction du nombre 

de caries observees dans certains modeles expérimentaux (EVANS et al., 1975). 

G.IV.3. Fonctions a n t i ~ m t a i r a  . . 

Bien que de nombreux auteurs aient décrit l'induction d'une réponse anticorps IgA intestinale, 

tant dans les helminthiases (Trichinella spiralis, ALMOND et al., 1986; Nippostrongylus 

brasiliensis, WEDRYCHOWICZ et al., 1984, par exemple) que dans les protozooses (Giardia 

muris, HEYWORTH, 1989; Toxoplasma gondii, McLEOD et al., 1986, par exemple), la 

fonction précise de ce type d'anticorps sériques et dcrétoires dans ces maladies reste encore mal 

définie, voire inconnue. 

EN CONCLUSION, toutes ces donnees soulignent l'intérêt de l'étude précise de la rdponse 

anticorps IgA (induction et cibles antigéniques) et des différents mécanismes effecteurs induits 

au cours de la toxoplasmose. 



MATERIEL ET METHODES 



J. SOUCHES DE T. GONDIL - 
Cette souche pathogbne a été isolée en 1939, aux Etats-Unis d'un enfant mort 

d'encéphalite toxoplasmique (SABIN, 1941). Elle est entretenue depuis lors par 

inoculation par voie intrapéritonéale chez des souris. 

l'Institut Pasteur de Lille, cette souche est entretenue par passages successifs sur souris 

OF1. Les tachyzoïtes sont récupt?rés par lavage intrapéritonéal dans du milieu RPMI 1640 

(Gibco, Pleasanton, CA., USA). La suspension de tachyzoïtes est ensuite filtrée sur 

membrane de polycarbonate de porosité 3pm Nuclepore (Nuclepore Corp., Pleasanton, 

USA) afin d'éliminer les contaminants cellulaires murins. Les tachyzoïtes ainsi récoltés 

servent également l'ensemencement de cultures de cellules humaines Hep-2 (carcinome 

de larynx), Une culture massive de tachyzoïtes peut ainsi être obtenue en 4 à 6 jours. 

1.2. La Souche 76K 

Cette souche a été isolée du cerveau d'un cobaye mort aprbs son anivée au laboratoire de 

parasitologie de Marseille (LAUGIER et QUILICI, 1970). Des souris infectées par le 

broyat de ce cerveau ont survécu et ont présenté de nombreux kystes. 

Les cerveaux des souris infectées sont homogénéisCs dans un tube de Potter d'environ 

20ml (Thoma, Penn., USA). Les kystes sont ensuite comptés au microscope puis 

i'entretien de cette souche est assuré par inoculation intrapéritonéale de 25 kystes tous les 

deux mois à des souris OF 1. 

PREPARATION DES EXTRAITS ANTIGENIOUES DE T. GONDI1 

Pré~âyation de l'extrait a n m u e  sobble: frauon S2 

Les tachyzoïtes sont récupérés et filtrés sur papier Whatman, puis laves 2 fois en tampon 



PBS 0,01M, pH 7,4 centrifuges lOOOg pendant 15 minutes. Le culot parasitaire est 

remis en suspension dans de l'eau distillée A une concentration finale de 6x108 tachyzoïtes 

par ml en présence de 1% de PMSF (fluorure de phényl méthyl sulfonyle, Sigma, Dorset, 

Grande-Bretagne). Cette suspension est soumise il un traitement aux ultrasons de 4 fois 1 

mi gélation a -20°C et d'un passage sur une X-Press (LKB, Uppsala, 

Su ale est centrifugde 2 heures a 36000g. Le surnageant recueilli est 

tilise comme source d'antigenes toxoplasmiques solubles aprés addition 100 Utml 

Pré~aration de l'extrait a-aue membranair . fraction . # .  CU e. 1 1  1 1  

Le culot contenant les antigenes membranaires est traite par addition d'un détergent, le 

3-((3-cholamidopropyl)-dim~thylammonio)-propansulfonate, ou CHAPS (Fluka, Buchs, 

Suisse) 9,7mM en tampon PBS 0,OlM pH 7,2. Ce traitement s'effectue dans un volume 

de 5ml d'une solution contenant Cgalement des inhibiteurs de proteases, PMSF 0,04mM, 

EDTA 0,25mM (acide éthyléne diamine tdtraacetique, Prolabo, Paris, France), TLCK 

0,2mM (N-a-p-tosyl-L-lysine chloromdthyl cetone), (Sigma, Dorset, Grande-Bretagne), 

et TPCK 0,2mM (N-tosyl-L-phdnylalanine chloromdthyl cétone), (Sigma, Dorset, 

Grande-Bretagne). Ce melange est mis en agitation sur une roue inclinée pendant une nuit 

a 4OC. Aprés une cenuifugation à 12000g pendant 30 minutes, le surnageant contenant les 

antigènes membranaires solubilisés est récupérC, filtré sur membrane Millipore de 0 , 2 2 p  

(Millipore corp, Bedford. MA., USA) et conserve il -70°C juqu'il son utiiisation. 
' *  + A ' - \  >* 
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3. P ï é ~  .. wation de l'extrait t a  de tamzo i t e~  

La fraction soluble S2 et la fraction d'mtigbnes membranaires sont dosées en proteines par 

la méthode de PETERSON (PETERSON et al., 1977) puis mélangées en quantites de 

protéines Cgales. Ce melange constitue l'extrait total de tachyzoites. 
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Des tachyzoïtes de la souche RH (1,5x108) préalablement filtrés, sont incubés pendant 3 

heures sur une roue inclinée en milieu RPMI 1640 contenant 10% de sérum de veau foetal 

décomplémenté pendant 30 minutes à 56OC (Boehringer, Mannheim, Allemagne). Après 3 

heures d'incubation, les tubes sont centrifugés à lOOOg pendant 15 minutes, les 

surnageants sont filtrés sur membrane Millipore 0 , 2 2 p  (Millipore Corp, Bedford, MA., 

USA) puis additionnés de 1000 U/ml d'aprotinine avant leur congélation à -70°C. La 

viabilité des parasites est vérifiée avant et après incubation par un test de coloration des 

parasites morts à l'érythrosine B, selon la méthode décrite par JAFFE et al., en 1984. 

Brièvement, 0,05ml de suspension de tachyzoïtes et 0,05ml d'érythrosine B sont 

mélangés et incubés dans de la glace pendant exactement 5 minutes. Une goutte de la 

suspension est alors observée au microscope (X400). Dans ces conditions, la viabilité des 

parasites doit être égale ou supérieure à 80% à la fin de l'incubation. 

P r é ~ m i o n  d'-ai e t  d v -es liberes ppr les tach-tes en . , ,  

ence de 

Cet extrait est préparé selon la méthode décrite par SIBLEY et al., en 1986. Les 

-;yltachyzoïtes récupCrés dans les lavages péritonéaux de 150 souris infectées 3 jours 
lm$-4 

auparavant par la souche RH sont récupérés en prCsence de ~ a 2 +  dans une solution de 
I ,  
),L; 4, i 3 

lavage ~anks/caZ+ (CaC12 ImM, ~ é ~ a & ë  10U/ml, HEPES 1OmM) dans la glace. Les 

parasites sont lavés 3 fois puis incubés pendant 30 minutes à 4OC dans 100 ml de tampon 

de dissociation sans ~ a 2 +  et sans ~ ~ 2 +  (PBS 0,OlM pH 7,2, Héparine 10U/rnl, EDTA 

O,lmM, DTT O, lmM, PMSF lpglml, TLCK 10pg/ml). Après centrifugation des 

parasites à 1000g, le surnageant est récupéré et centrifugé 5 fois à lOOg pendant 10 

minutes pour le clarifier. Le dernier surnageant est fractionné par centrifugation à lOOOOg 

pendant 1 heure puis à lOOOOOg pendant 2 heures et contient alors les protéines solubles 



qui sont concentrées sur membrane Centricon 10 (Amicon, Danvers, MA, USA). 

Cette préparation contient notamment les antigknes dcrétes de 28,5 et 27 kDa. 

1. Electro~horèse en eel - de 

es différentes proteines est effectue 

(1970). Les échantillons sont préalablement chauffes à 100°C (2 fois 1 minute) en tampon 

echantillon (Tris HCl 62,5mM pH 6 3 ,  10% de saccharose, 0,1% de bleu de 

bromophénol avec ou sans p-mercaptdthanol. Ces échantillons sont déposés sur un gel de 

concentration à 5% d'acrylamide, puis sépares dans un gel resolutif à 10 ou 13% 

d'acrylamide preparée en tampon Tris HCl 0,75M pH 8,8. Des marqueurs de poids 

moldculaire précolorés (BRL, Gaithesburg, MD, USA) permettent le suivi de la migration. 

Celle-ci s'effectue en 16 à 18 heures à raison de 7mA par gel dans du tampon Tris à 

0,025M (Merck, Darmstadt, Allemagne), Glycine 0,19M (Merck, Allemagne), SDS 2% 

(Sigma, St Louis, MO, USA) à pH 8,3. 

Immunoélectrotransfer~ 

Le gel d'électrophor&se est démoulé et les proteines sont transferbes sur de la 

nitrocellulose (Schleicher et Schuell Inc, Keene, NH., USA) selon la méthode décrite par 

TOWBIN et al., en 1979. Le transfert s'effectue en tampon Tris 0,02M, glycine 0,15M, 

methano1 2096, pendant 3 heures à 60V ou 1 nuit A 10V. La nitrocellulose est ensuite 

saturée 1 heure en tampon PBS 0,01M, NaCl 0,15M, contenant 1% de BSA ou 3% de lait 

écrémé. Les différents drums sont alors analysCs et dilués au 1/50 pour le rat et la souris 

et au 11100 pour l'homme. Ces sérums sont incubés une nuit à 4OC, ou 2 heures A 



tempdrature ambiante. Après 2 lavages en PBS 0,OlM pH 7,2 suivi de 2 lavages en PBS 

Tween 20 0,1%, les bandes de nitrocellulose sont incubees avec le second anticorps 

approprie (Tableau 2) dilue en PBS 0,01M, lait 3% pendant 2 heures à 1 nuit. Enfin, 

après de nouveaux lavages, la révelation des bandes s'effectue par addition d'une solution 

contenant le substrat de la peroxydase (30mg de 4 chloro-1-naphtol dans lOml de 

methano1 froid, 40rnl de PBS et 0,05ml de Hz02 il 30%. La réaction est arrêtée au bout de 

30 minutes par addition d'eau distillee. 

JV-l* Protocoles d infection et d lmmu 1 t nisation des animaux 

* Des hfs h 10 souris 031 &, de 2 mois et demi, ont eté infectees par voie orale à 

l'aide d'une sonde de gavage (Carrieri Instruments, Paris, France), par 100 kystes de la 

souche 76K dans du PBS 0,OlM ou par 100 kystes de la même souche par voie 

intrapéritonéale. Les groupes témoins du même âge sont constituds par des animaux non 

infectés. Le suivi de la cinetique est r6alise 2 fois par semaine jusqu'à 521 puis une fois 

par semaine par la suite. 

* Des bts de 5 rats !Fiscfier mûles de 2 mois et demi ont Cté infectés par voie orale, par 

1200 kystes de la souche 76K dans du PBS 0,OlM avec une sonde de gavage -; "j"0)45. 
(~arr ier i~n~tr~%en@ paris, France) ou par 1200 kystes de la même souche par voie 

intrapéritonéale. Le suivi cinétique a Cté r6alid de JO à 5300 apres l'infection initiale. Les 

témoins sont constitués par des rats ayant reçu l'équivalent en broyat de cerveau de souris 

non infectée. 



TABLEAU 2 

LISTE DES DIFFERENTS REACTIFS UTILISES 

' S p i c i f i c i t i  ant icorps 

Anti-lgA de rat (a-chaine specifique) 

Anti-lgG de rat (y-chaine specifique): 

marqué peroxydase. Anticorps purifié 

Anti-lgE de rat (&-chaine specifique) 

Anti-lgM de rat(p-chaine spécifique) 

marqué peroxydase 

Anti-lgA de souris (a-chaine spécifique) 

marqué peroxydase. Anticorps purifié 

Anti-lgE de souris (&-chaine spécifique) 

Anti-lgG(H+L) de sour is:  
marqué peroxydase. Anticorps purifié 
Anti-lgG(H+L) de chévre: 
marqué peroxydase. Anticorps purifié 
Anti-lgG(H+L) de lapin: 
marqué peroxydase. Anticorps purifié 

esphce 

Mab souris 

chèvre 

(MD, USA) 

Mab souris 

Mab souris 

chèvre 

Mab rat 

mouton 

âne 

chèvre 

origine 

Don du Dr Bazin 

(Brussels, Belgium) 

Kpl Gaithersburg 

Biosys. Compiègne, Fr. 

Biosys 

Kpl Gaithersburg 

Biosys 

Diagnostics Pasteur 
(Marnes la Coquette, Fr) 
ICN Immunobiologicals 
(Lisle,lsrael) 
Diagnostics Pasteur 

dilution ' 
111 0 0 0  

11500 

1 / 1 0 0 0 

111 O00 

11500 

11500 

11500 

11500 

11500 



1V.2. Protocoles d'immunisation ~>ar les antigènes excrétes-secretes , 0 0 .  

Des lots de 5 rats Fischer mâles, de 2 mois et demi, ont d g  immunisés dans les mêmes 

conditions par les mêmes antighes, chaque injection correspondant cette fois il l'excrétion 

d'environ 8x107 il 1x108 tachyzoïtes pendant 3 heures. 

mm 
Dans les 2 cas les témoins sont constitués par des rats ou des souris n'ayant reçu que 

Cette technique a étd utilisde selon VELGE-ROUSSEL et al., (1989) avec quelques 

modifications mineures. Des quantités donndes d'antigéne (3pg et 6pg pour l'analyse de 

sdrums de rat et de souris respectivement), sont deposdes sur des bandelettes de 

nitrocellulose. Les bandelettes sont ensuite saturdes dans une solution de caséine il 0,18, 

dans du PBS 0,3M, puis incubdes avec les différents sérums dilues au 1/50. ~$d&is&i6n' 

des differentes incubations comme la révdlation des différentes bandes sont identiques il la 

technique ddcrite pour lt~lectroimmunotransfert. 

V. REPONSE IeA HUMAINE: ANALYSE DE W U M S  HUMAINS 

V.1. Les s é r m  humains 

Les drums humains proviennent du laboratoire de l'hi3pital Saint-Antoine il Lille et ont Cid 

aimablement fournis par le Docteur Anne Decoster. Ils ont été préalablement analyses 

selon les mdthodes classiques de diagnostic détectant les IgG et les IgM: test 

dthCmagglutination indirecte avec ou sans p-mercaptdthanol et immunofluorescence 

indirecte. 



V.2. d ' d c o r o s  ppy l'iode UI 

Cette méthode a été décrite par HUNTER et GRINWOOD en 1962. 

La réaction s'effectue sous hotte fermée avec les précautions d'usage pour la manipulation 

des radioéléments. Vingt microgrammes d'un anti-IgA humain, sont incubés avec 3,7 

MBq soit 0,lmCi d'iode 1251. L'oxydation se fait par l'addition goutte à goutte de 0,05ml 

de chlorarnine T (solution à lmg par ml en tampon phosphate 0,5M pH 7,2) sous agitation 

lente. La réaction est arrêtée au bout de 1 minute exactement.par l'addition de 0,051111 de 

métabisulfite de sodium (solution à 2mg par ml en tampon phosphate 0,5M pH 7,2), en 

une seule fois. La protéine marquée est séparée de l'iode libre par élution sur une colonne 

de Séphadex G25 (PD10, Pharmacia, Uppsala, Suède) équilibrée au préalable par une 

solution de PBS 0,OlM en phosphate pH 7,2 et comportant 0,3% de BSA 

(Boehringer, Mannheim, 

V.3. T e c u u e  r- 
. . 

Un extrait antigénique total de T.gondii est adsorbé sur des plaques de polystyrène souple 

(Falcon 3911, Beckton Dickinson, CA, USA) à raison de lpg par puits, une nuit à 

température ambiante. Les plaques sont ensuite saturées par une solution de PBS 0,OlM 

pH 7,2-l%BSA, 1 heure à température ambiante. Après deux lavages en PBS-Tween 

0,1%, les sérums dilués au 1/50 sont ajoutés 2 heures à température ambiante. Après 2 

nouveaux lavages en PBS-Tween 20 0,1%, l'anti-IgA humain (MIAB) marqué à l'iode 

1251 est ajouté à raison de 1OOOOO cpm (1x106 cprn = IpCi, rendement 50%) par puits 

pendant 1 heure 30 minutes. Enfin, après 5 à 6 nouveaux lavages, les cupules sont 

comptées individuellement au compteur y (Type LKB-Wallac, Clinigammal272, 

Finlande). 



VI. PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX IpA SpECIFIOUES 

DJudawu 

VI.l. Protocoles d'infection et d'immunisatio~ . . 

VI.l.a. Protocoles d'infection 

* Dix souris BAL@/c de 2 mois et demi ont été infectées par 300 kystes de la souche 

76K par voie orale. La rate et les ganglions ont été prélevés stérilement au 18ème jour de 

l'infection (hybridations cellulaires TG23 et TG24) et au 32ème jour de l'infection 

(hybridations cellulaires TG25 et TG26). 

* ~ s o u r z k  BALB/c de 2 mois et demi ont été kystes de la souche 76K 

. par voie orale il JO, puis 57 en association de toxine cholérique 

(Sigma) par souris. Les plaques de Peyer de tous les animaux ont éte prélevées au 182me 

jour après l'infection. Ce protocole correspond il l'hybridation cellulaire TG3 1. 

VI. 1 .b. Protocoles d ' i m m u n i s ~  
. . 

Deux types de protocoles qui utilisent soit la toxine cholérique, soit le muradipeptide 

(MDP -. - :,,I gracieusement obtenu du laboratoire Vacsyn-France), ont été élaborés: 
',iL!! -1, 

* Immunisation en prkrence di tom c h I é ' w :  

Dix souris BALBIc de 2 mois et demi ont été immunisées par voie orale aux jours JO, 57 

et 514 soit par l'extrait antigénique total de T. gondii il raison de 100 pg par souris, soit 

par 0,2ml d'antigknes ES (correspondant l'excrdtion de lx108 parasites pendant 3 

heures) concentrés 5 fois sur membrane Amicon 15000 (Amicon, Danvers, MA, USA). 

Ces deux types d'antigenes ont été associés à la toxine cholérique utilisée il raison de lOpg 

pour la premiere injection et de deux fois 5pg pour les suivantes. Dans les deux cas, 
+;lQ, 

.I . I 

toutes les plaques de Peyer des animaux ont été prélevées à J18 aprks le début de 



* 2 ' U  . $ - -,;> . : au,' ' 2. *ç I- O i ,, .. 
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l'immunisation. Ces deui pdihcoles corresponderii$ux hybridations cellulaires TG29 et 

TG30 respectivement. 

* Trotocolé d'immunisation en phence rié M m  (muradipeptide) 

Des lots de 10 souris BALBlc de 2 mois et demi ont été immunisées 4 fois iî 15 jours 

d'intervalle par des préparations d'antigknes ES (correspondant A l'excrétion de 5x107 

tachyzoïtes pendant 3 heures) concentrés également 5 fois sur membrane Amicon. Chaque 

soiiris a reçu 0,l ml de cette préparation en association avec O, lm1 d'adjuvant incomplet 

de FREUND (Difco) par voie sous-cutanée. Enfin, 3 iî 4 jours avant d'effectuer le 

prélevernent des Plaques de Peyer, chaque souris a reçu par voie orale 5mg de 

muradipeptide solubilisé dans du PBS 0,OlM pH 7,2. Ce protocole correspond à 

l'hybridation cellulaire TG32. 

V1.2. Hvbr idation cellu laire et sélection des hvbrideg 

. . . . VI.2.a. Milieux u W  

La composition des différents milieux utilisés figure dans le Tableau 3. 

b. P m a t i o n  des cellules de mvélome 

Il s'agit de cellules tumorales de souris BALBlc de type SP20 ISREC non sécrétantes 

(SHULMAN et al., 1978). Ces cellules, deficientes en HGPRT (hypoxanthine 

phosphoribosyl transférase) et sensibles au systkme de sélection de LITïLEFIELD 

(1964). sont lavees deux fois en milieu DULBECCO (DULBECCO'S MEM, Gibco, 

Paisley, Ecosse) pour éliminer le sérum de veau foetal qui inhiberait la fusion. Les cellules 

sont ensuite comptées en cellule de Thoma. 

VI.2.c. P-on des l v r u ~ h a y l a  
8 , -  ,: 

? <  2 q ;  

Les lymphocytes des plaques de Peyer, de la rate ou des ganglions mésentériques sont 



?4a turo  Comoosi ~o,,,n,,,tion Uti 1 i sa t io"  

:,1E?l E.4GLE KC 7 400 mg/l Culture en 
MgSOJ- iH20 242. S 

I NaC 7 6800 

NaHCOj 2000 

NaH2P04-2H20 1583 

Glucose 1000 

Rouge d e  phénol 17 

Milieu OMEY a . 
4 x 10-'?l NaHC03 

3,s % AANE b 

100 IU/rnl peni- 
c i l l i n e  

5J ,ug/ml s t rep-  
tomycine 

Culture des 

ce1 Iules  

mye1 cmatsgses 

Mi 1 i  eu A contenant : 5é.l eccion des 

1 x l ~ - ~  H hypoxanthine hyorides cs l  1 ul a i  r o s  

4 x ! o - ~  H aminopterine 

1,6 x 10-5 H thymidine 

MILIEU HT Mil ieu HAT sans aminop- Culture des col 1 ul e s  
tS r i  ne hyorides ( t r an s i  - 

t ion entre  l e  milieu 
HAT e t  l e  milieu A )  

a O M E M  : milieu de Eagle modifié par Dulbecco à 4 ,s  g/l  de glucos2 
(Gibco,  USA) 

AANE : acide  aminé non essen t ie l  (GIBCO, USA)  

SVF : sOrum de veau foe ta l  décomol émenté par c h a u i f a ~ e ( 3 0  mn,5B3C) 

TABLEAU 3 

COMPOSITION DES DIFFERENTS MILIEUX UTILISES EN CULTURE 

CELLULAIRE 



rdcupéres stérilement aprés dissociation des organes et filtration sur un Qltre4 de nylon - 1, 

bn;yFf: ~$,~2,yl d 
(Blutex, 90mailles/cm2, Fenvald Laboratories, Deerfield, IL, USA). Les cellules sont 

lavées en milieu DULBECCO additionne de 2,5@ de NaHC03,50pg/l de streptomycine 

(Specia, Paris, France) et 105 UUI de penicilline (Spécia, Paris, France) puis sont 

comptées en cellule de Thoma. 

I . . on des cellues noumciéreg 

Afin d'assurer une meilleure croissance des hybrides et une élimination des débris 
l !  

cellulaires, des cellules nourricihres, essentiellement constituees de fibroblastes et de 

macrophages provenant de lavages péritoneaux de souris, sont distribuees dans des puits 

de culture destinés h recevoir les cellules issues de la fusion. 

u e .  Fusion c e l l u b  

Les cellules sont mélangees selon un rapport de 1 cellule de myelome pour 5 cellules 

lymphocytaires puis le melange est centrifuge pendant 5 minutes il 400g. La fusion est '!$;;%$q$J %f,L,.P@ p., -1,. ! 4 &.,< 
ensuite induite par addition gout e a goutte pendant 1 mmute de polyéthylhne glycol (PEG 

1500, Boehringer, Mannheim, Allemagne). Puis on ajoute sous agitation douce lm1 de 

milieu DULBECCO en 1 minute, puis 20ml en 4 minutes. La suspension est ensuite 

centrifugee pendant 5 minutes à 400g et les cellules sont lavées afin d'eliminer le PEG. Le 

culot cellulaire est repris par addition de milieu sélectif HAT (Hypoxanthine aminoptérine 

thymidine) à raison de 2.5~104 5x104 cellules par ml. Celles-ci sont distribuees dans 

des plaques de culture de 96 ou 24 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) qui sont alors 

incubées iî 37OC (atmosphere humide, 5% de CO2). Les premiers clones sont observés 
X H W  
b$<$Af& 

aprks le 7ème jour ae culture. 



L'analyse et la sélection des differentes cellules hybrides s'est effectuée en deux temps par 

une technique radioimmunologique. Les clones producteurs d'anticorps d'isotype IgA ont 

tout d'abord et6 selectionnds vis-A-vis d'un anti-IgA (a) de souris (Sigma) adsorbt? sur 

plaques (lpg par puits) la r6vClation s'effectuant par l'anti-IgA (a) de souris marqué par 

l'iode 1251. Puis, dans un second temps, les clones producteurs d'anticorps d'isotype IgA 

spécifiquement diriges contre un extrait antigenique total de T.gondii adsorbe sur plaques 

(1p.g par puits) ont été révélés par le même anti-IgA radiomarque. 

VI.4. C l o n w  des hvbrides ~roducteurs d'anticorps d t e  isotvpe I a  

Les cellules hybrides positives sécrdtant des anticorps IgA spécifiques ont été clondes par 

la technique de dilution limite, dont le but est d'obtenir thCoriquement 1 seule cellule par 

puits de culture. Pour cela, 0,lml d'une suspension A 10 cellules par mi sont distribues 

puits de culture contenant des cellules nourricieres. Au bout de quelques 

u est renouvele; on sélectionne h nouveau les puits présentant un seul clone. 

VIS. Vérification de I'isotvpe lgA des anticor~s produits 

Cette analyse a été rCalisée sur des surnageants de culture des puits positifs clonés selon la 

methode d'OUCHTERLONY (1958). La réaction de double diffusion en gel dtIndubiose 

1% (Indubiose A37, Industrie biologique française) est réalide sur des plaques de verre 

de 5cm/5cm. On dissout lg d'indubiose dans lOOml de tampon veronal sodique 1,6% 

HC1 pH 8,3, puis ce gel est coule sur ces lames. Les puits sont réalisés A l'emporte-piCce. 

Les puits périphériques contiennent des anticorps specifiques des differents isotypes de 

souris anti-IgM (Cappel, France), anti-IgG1, G2a, G2b, G3 (Nordic Immunological 

Laboratories, TEBU, Le perray en Yvelines, France) et anti-IgA de souris (Sigma). Ces 

differents anticorps (lmglml) sont dilues au 114 et 0,02ml de chaque reactif est depose 



a . dans le puits. La diffusion s'effectue pendant une journee à temperature ambiante, puis . 'TL b. a :i: \ 
une nuit 4OC. Les lames sont ensuite citratées (Citrate de sodium, Merck, Allemagne) 

pendant 30 minutes, lavees en eau demin6ralisée pendant une nuit, puis séchdes sur papier 

Whatrnan et colorées par l'amidoschwartz. 

VI.6. Production m m i v e  d ' e r ~ s  monoclonaux 

Afin d'obtenir de grandes quantités d'anticorps monoclonaux, des liquides d.ascires sont 

~rodui ts  chez la souris BALBlc par injection de cellules hybrides. Deux methodes 

differentes ont Cte utilisées. La premikre consiste induire une tumeur sous-cutanCe par 

injection de 2 2 3x106 cellules hybrides par souris. Trois semaines A un mois plus tard, la 

tumeur est prelevée, dissociée, les cellules sont rt?cupCrdes, filtrees, lavees en milieu 

DULBECCO avant d'être réinjectees par voie intraperitoneale à d'autres souris BALBIc. 

La seconde technique consiste A sensibiliser des souris par injection de 0,5ml de pristane 

(2,6,10,14, t6tramCthyl pentadecane, Sigma) par voie intrapéritondale, ce qui favorise le 

developpement de liquide d'ascite. Environ 7 à 10 jours plus tard. 5x106 cellules hybodes , 
1 2 $ ~ . $  $3' ::>?" - p,, - 1 

$<*.-hG -3L*'&+:,5L , p w 7  ik,;;n 
prealablement lavCes sont injectées par voie intrapéritonkale. Puis 8 10 jours plus tard, 

quelques ml de liquide d'ascites sont obtenus. Cette methode présente l'inconvenient de 

produire un matériel contenant un peu de pristane difficile à Climiner par la suite. La qualité 

des differentes ascites produites est ensuite estimee par la technique radioimmunologique 

classique. 

VI.7. Caracterisation des clones # .  . 

VI.7.a. Les techniques . . r a d i o ~ n o l o e ~ g y e s  et 

Les clones sont analysCs vis-à-vis d'un extrait d'antigènes membranaires (Chaps) adsorbé 

sur des plaques de polystyrene (1p.g d'antigène par puits), et vis-&-vis d'un extrait ' 

d'antigènes solubles ( lyg d'antigkne par puits). On utilise 0,lml de surnageants purs et 



0,lml de liquides d'ascites dilués au 111000 et au 112000 dans les conditions décrites 

précédemment. 

Tour l'immune-empreinte, des dépôts d'antigènes ont été effectués sur de la 

nitrocellulose à raison de 1,5pg, lpg et 0,5pg d'extrait antigénique total, de 5pg, 2,5pg et 

lpg d'extrait membranaire et d'extrait soluble, et de 1 pl d'antigbnes ES concentrés 2 fois 

et de leur témoin (drum de veau foetal) préparé dans les mêmes conditions. 

%ur fébctroimmirwtransfert, les premihes étapes sont identiques à celles décrites 

précédemment. Les surnageants de culture sont utilisés non dilués. Afin d'augmenter la 

sensibilité de détection, la derniere incubation est réalisée en présence d'un anti-IgA de 

souris marqué à l'iode 1251 à raison d'environ lx106 cpm par ml et par piste. La 

nitrocellulose est lavée 10 fois par du PBS 0,OlM-NP40 0,1% puis séchée et rév6lée par 

autoradiographie (hyperfilm MP, Kodak). 

V1.7. c. Test d'irnmunoc~ture anti-P30 et anti-P28.5 chez la sou& 

Un anti-IgA de souris (Sigma) est adsorbé sur des plaques E.L.I.S.A. de 96 puits à une 

concentration de 5pg/ml raison de 0,lml par puits, pendant 3 heures à 37OC puis une 

nuit à 4OC. Apr&s 3 lavages en PBS 0,OlM-Tween 20 0,4%, les plaques sont saturées 

pendant 1 heure 30 minutes à température ambiante; Les sumageants préalablement dosés 
% ., n,,' 1 " + P.- t *  # , " 8 (  , 
zr ;; - . . n ~ . ~ ~ b i $ $ ~ ~ - ; ~  - rl c:i!.y ,,p .:n ,, i , I - 

en IgA totales grâce il une IgA myélomateuse témoin du commerce h. MOPC 3 15 (Sigma) 

sont ajoutés purs pendant 1 heure il 40°C en incubateur sec. Cette IgA myClomateuse a 

également été utilisée dans des concentrations compatibles avec le titre en IgA des 

surnageants. 

Puis apres 3 nouveaux lavages, l'antigène (extrait membranaire "chaps", dos6 à O,9mg/ml 

de protéines) est ajouté à Spg/ml à raison de 0,lml par puits, pendant une heure. Puis 3 



(TG05-54) couplé à la peroxydase (Diagnostics Pasteur, Steenworde, France) au 

1/3000ème, soit O, lm1 d'anticorps monoclonal anti-GP28,5 (TG 17- 179) couplé à la 

P-galactosidase (1/200 en PBS 0,OlM gélatine 0,1%), pendant 1 heure à 40°C. Enfin, 

après 4 nouveaux lavages, le substrat de la peroxydase est ajouté pendant 30 minutes, et la 

réaction arrêtée par 0,lml d'HC14N. La densité optique est lue à 492 nm. Les résultats 

sont exprimés après soustraction de la DO du surnageant correspondant sans addition 

d'antigène. 

VI.7. d. Réactions d'inhibition avec les ~ e ~ t i d e s  de la molécule P3Q 

Les surnageants non dilués (0,lml) sont préincubés pendant 1 heure à 37OC avec 

différents peptides de la molécule P30 (48-67, 82-102, 213-230, 237-256, 279-295, 

Figure 16) à raison de 10 pg de peptide par essai. Puis le mélange est déposé pendant 2 

heures à 37OC sur des microplaques sur lesquelles est adsorbé un extrait antigénique total 

du parasite. Après 3 lavages en PBS-Tween 20 0,1% on ajoute l'anti-IgA de souris 

(Sigma) marqué l'iode 1251 pendant 1 heure 30 minutes. La lecture s'effectue au 

compteur y. 

E v a w o n  de l activite , . . '  . biol~gigue U o r ~ s  m m  

r .: LI: ; :P .  

8.a. Test de lvse dépendante du complément 

Ce test pexmet d'4valuex p@yid ,bjologique in vitro. Le "Dye test" a été développé en 
,j' " i9; :i :yi- $2. . 
5 +?Ji>, k& u, 1.r- .+a'-, 

1948 par SABIN et FELDMAN puis amélioré par FELDMAN et LAMB, en 1966, afin de 

pouvoir évaluer le pouvoir lytique de différents sérums immuns décomplémentés. Celui-ci 

est visualisé par l'utilisation d'un colorant vital, le bleu de méthylbne. L'activité biologique 

des anticorps monoclonaux a été étudiée en collaboration avec le laboratoire du Dr J.E. 

SMITH (Université de Leeds, Angleterre) sur des microplaques de culture de 96 puits. 
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Diffdrentes dilutions de liquides d'ascites sont reali9ès en tam~8n PBS et dès fra&ons'de 

0,05ml sont disposées par puit. Un témoin positif dirige contre P30 (anticorps monoclonal 

IgG TG05-54) est inclus dans le test. A ces dilutions sont ajoutés 0,05ml d'un melange de 

2 à 4x106 tachyzoïtes par ml en PBS 0,OlM et de facteur "accessoire" humain (source de 

compldment externe). Les plaques sont ensuite incubees pendant 1 heure b 37OC puis 

0,025ml d'une solution de bleu de méthylène b pH 11 sont ajoutés. Apres une nouvelle 

incubation d'une heure à 20°C, les parasites vivants sont comptés h l'aide d'un microscope 

inverse au grossissement X400. Le titre correspond il la dilution où 50% des parasites 

sont vivants. 

VI.8.b. T r a n s f e r t z  le rat "nude" 

Des lots de 5 rats Fischer "nude" mâles et femelles eleves h l'Institut Pasteur de Lille ont 

6td utilisés. Ces rats reçoivent par voie intraveineuse 1,5ml de liquide d'ascite IgA ou IgG 

24 heures avant l'infection Dar 5x104 tachvzoïtes de la souche RH Dar voie . ..$lm - 1  -a - LI* $dp 3J+g ; ?,AWLk~ 
intrapCritondale. Les groupes temoins sont constituds par des rats 4aFahf"1!ëku une ascite 

irrelevante IgA. Les témoins positifs de protection sont constitues par des rats traités par 

1,5ml d'une ascite riche en anticorps monoclonaux IgG (TG05-54) diriges contre 

l'antigbne majeur de surface P30. 

VL8.c. T m i f  c h a  la souri& 

Le r61e des differents liquides d'ascites a d d  étudie chez la souris BALBlc mâle (2 mois et 

demi) par transfert passif de 0,2ml de liquides d'ascites par voie intraveineuse. Differents 

groupes de 10 souris ont dté traités par les liquides d'ascites IgA TG25 AB1 1 et TG30 - hPx 
~ i&~x$  

GD5, par le liquide d'ascite IgA irrelevante, et par le liquide d ascite IgG TG05-54 

(témoin positif de protection). Le jour même, les animaux sont infectés par 1200 kystes de 

la souche 76K. Un dernier groupe reprdsente les animaux infectés sans transfert passif 

préalable. 
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VI.8.d. Realisation de tumeurs sous-cuià;i%es chez la souns a ( I I  back-oack") 

Les tumeurs ont éte réalisdes selon la methode décrite par WINNER III et al., en 1991. 

Des cellules hybrides préparées dans 0,5ml de milieu DULBECCO et correspondant aux 

clones, IgA irrelevante, IgA TG25 AB1 1, IgA TG30 GD5, et au clone IgG anti-P30 ont 

éte injectees par voie sous-cutanée à des groupes de 8 souris BALBIc (2 mois et demi) à 

raison de lx106 cellules hybrides par souris. Des essais preliminaires ont demontre que 

ces souris meurent de leur tumeur en 38 à 42 jours après l'injection de cellules hybrides. 

Deux séries de protocoles ont et6 réalisees en raison de la difficulté de definir le meilleur 

moment pour l'infection. Celle-ci s'effectue par l'inoculation de 1200 kystes de la souche 

76K par voie orale, avec une sonde de gavage. Dans ce modèle, les premières souris 

temoins meurent dès le 8ème jour après l'infection. C'est pourquoi l'infection a et6 

realisée soit au 7ème soit au 21ème jour après l'injection de cellules hybrides. Un groupe 

temoin est constitué de souris uniquement infectees. Le detail des 2 protocoles utilises est 

donne ci-après. 

Nombre de JO J7 JI4 J21 J28 J35 J42 
jours mort 

Protocoie 1 T 
Tumeur 

l nf ection 

Nombre de JO ,J7 J I4  J21 J28 J35 J42 
jours mort 

T 1 Protocole 2 
Tumeur 

I 
l nfection 
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VI. 9. Purification des for- des m r ~ s  mo- . . .  
Une colonne de 75 cm de longueur, de 1,6 cm de diamètre, de volume environ 150 ml a 

été remplie avec un gel de sépharose 4B (Pharmacia, Suède) permettant la séparation de 

poids moléculaires compris entre 105 à 107k~a .  Ce gel a permis la séparation des 

molécules dimères et monomères dlgA. La séparation s'effectue en PBS 0,OlM (débit de 

laml par heure, Pompe Lm). La calibration de la colonne a été réalisée à l'aide de 

protéines de poids moléculaire connu (DNP-Lysine 478 ; palbumine 45000; Catalase 
/ 

232000; Tyroglobuline 669000; Pharmacia, Suède). Le liquide d'ascite (lm1 environ) 

auparavant centrifugé afin d'éliminer les agrégats éventuels, est déposé en surface du gel. 

Les différentes fractions sont récoltées environ 3 heures 30 minutes apr&s le début de 

l'élution grâce à un collecteur recueillant environ 2ml par tube (Collecteur Pharmacia). La 

densité optique des différentes fractions est ensuite évaluée par lecture à 280 nm. Un gel à 

73% de polyacrylarnide est ensuite réalisé pour apprécier le contenu des différentes 

fractions. 

VII. C-ON D'MITOPES T ET B DE L'ANTIGmF: P3Q 

Grâce à la détermination de la séquence de l'antigène P30 par BURG et al., (1988) 

cenains peptides potentiellement les mieux exposés au système immunitaire ont été 

identifiés par la méthode de HOPP et WOODS (1981), basée sur des critères 

d'hydrophobicité. Dautres crit&res, notamment de mobilité et d'accessibilit6 dans l'espace, 

basés sur des données statistiques de déplacement et de répartition des aminoacides entre 

l'extérieur et l'intérieur de protéines globulaires (JANIN et al., 1979) ont été pris en 

compte. Le profil de l'antigbne P30 établi selon ces paramètres est présenté (Figure 15). 

Sur ces bases, 5 peptides ont été sélectionnés et synthétisés dans le laboratoire du 
' 

Professeur TARTAR à l'Institut Pasteur de Lille. Ces peptides 48-67, 82-102, 213-230, 



238-256,279-295 ont été utilisés non couplés 2i une protéine "carrier". Les séquences de 

ces peptides sont résumées dans la Figure 16. 

Protocoles de ~rotectjpn avec le W e  N Ter- de P30: 48-67 

Le peptide 48-67 a Cté défini à partir de la séquence publiée par BURG et al., 1988. Ce 

peptide constitue néanmoins le peptide N-terminal puisque lors de la maturation de la 

protéine, le peptide signal est clivé ce qui place la sérine de ce peptide en position 

N-terminale. 

=.a. Immunisation de rats et de s o u  . . 

Des bkr h 10 souri5 BXB/c de 2 mois et demi ont été immunisés aux jours 42,35, 

27, et 7 avant l'infection par soit 25 pg du peptide P30 48-67 non couplé sous forme 

linéaire, soit par 25 pg d'une construction octamérique du peptide 48-67 (construction 

"MAP": multiple antigenic peptide) soit par 25pg d'une construction octamerique 

inelevante ou enfin par 0,lml d'antigènes excrétés-sécrétés (correspondant 2i l'excrétion 

de 5x 107 tachyzoïtes pendant 3 heures). Les différents peptides ont été solubilisés dans 

0,lml de PBS et injectés par voie sous-cutanée en présence de 0,lml d'adjuvant incomplet 

de Freund. Les sérums sont récupérés avant l'infection et les souris sont alors infectées 

par 1200 kystes de la souche 76K par voie orale. 

242me et 72me jours avant la récupération des lymphocytes inguinaux, par 50 pg de la 

constniction octamérique du peptide 48-67 et de la construction octamérique irrelevante en 

présence d'adjuvant incomplet de Freund. 



C RITERES D'ACCESSIBILITE 

FIGURE 15 

PREDICTION DES SEQUENCES PEPTIDIQUES LES MIEUX 

EXPOSEES DE L'ANTIGENE P30 



A. SEQUENCE DES DIFFERENTS PEPTIDES P30 

Peptides 

48-67 

82-102 

2 13-230 

238-256 

279-295 

irrelevant 158- 175 
P28 Schistosorna rnansoni 

irrelevant utilise pour la 
construction octamerique 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 

Sequence 

SDPPLVANQVWCPDKKSTA 

CPKTALTEPPTLAY SPNRQIC 

LVCGKDGVKVPQDNNQYC 

CNEKSFKDLPKLTENPWQ 

KSVIIGCTGGSPEKHHC 

LADLVLIAVIDHVTDLDK 

VEPDKVEEANKGEN 

A 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 
>LYS /Lys\ 

/ 
LYS-ALA-OH 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA 
> L Y S  

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA >LYS 

SDPPLVANQVWCPDKKSTA 
> L Y S  

B. STRUCTURE DE LA CONSTRUCTION OCTAMERIQUE DU PEPTIDE 48-67 
DE P30 

FIGURE 16 

CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS PEPTIDES DE LA 

MOLECULE P30 



b. Transfert de lv~hocv tes  T stiecifiaues de la constniction octamkriaue du m u  

48-67 

Les cellules T specifiques des constructions octameriques 48-67 et irrelevante sont 

preparées comme decrit ci-dessus et injectées à des rats Fischer "nude" (Nu/Nu) à raison 

de 5x104 cellules par rat dans 0,5ml de RPMI, la veille de l'infection par 5x104 

tachyzoïtes de la souche RH. 

W.C. Analvse des s e w a r  E l . . =  

es microplaques de 96 puits (Maxisorb, Nunc, Danemark) sont traitées par 0,2ml de 

olution de peptide à 10pgIml en tampon carbonate-bicarbonate 0,lM pH 9.6, pendant 

ne nuit, à temperature du laboratoire. Les plaques sont ensuite saturees avec 0,3ml d'une 

solution de skrum albumine bovine (BSA, Boehringer, Mannheim, Allemagne) à 1%, 2 

heures à température ambiante. Apres 2 lavages en PBS-0,3M NaCl - 0,1% Tween 20, les 

dilutions de sérums en PBS-BSA 1% sont ajoutées (Dilutions au 11200 pour les sérums de 

souris et au 11100 pour les sérums de rat). Enfin, apres de nouveaux lavages, un anti-IgG 

de souris (H+L) couple à la pdroxydase (Diagnostics Pasteur, France),ou un anti IgG de 

rat (H+L) couplé à la péroxydase (KPL, Gaithersburg, MD,USA) sont ajoutés au 1110000 

et au 1120000 respectivement pour 1 heure à temperature ambiante. Après 3 nouveaux 

lavages, une solution substrat contenant 0,03% H202 (Diagnostics Pasteur) et lOmg/ml 

dtorthopht?nylCne diamine (Sigma) est alors ajoutée pendant 30 minutes. La reaction est 
L 

arrêtée par l'addition de O, lm1 de HC14N. La densité optique est evalude à 492nm à l'aide 

d'un spectrophotom~tre (Titertek Multiskan MCC 1340, Labsystems, les Ullis, France). 



VII.3. Approche cellulaire T au cours de 1 ( O  infectioq 

VIT.72. Protocoles d'infection 

Pour l'étude de la réactivité cellulaire T , des rats Fischer mâles de 2 mois et demi ont été 

infectés avec 1200 kystes de la souche 76K par voie orale comme precédemment decrit, 

ou par 105 tachyzoïtes de la souche RH par voie 

1.3.b. Test de p r o l i f é r - p m  

Pour toutes les cultures cellulaires, le milieu utilisd a été le RPMI 1640 auquel on ajoute 

5x10-SM de p2-mercaptoéthanol (Merck, Darmstadt, Allemagne), 2mM de L-Glutamine 

(Merck), 1mM de pyruvate de sodium (Gibco, Courbevoie, France), des antibiotiques 

(100 UI/ml de penicilline, 100 pg /ml de streptomycine; Spécia, Paris, France) et 10% de 

sérum de veau inactive (Boehringer, Mannheim, Allemagne). 

Les ganglions mesentériques et la rate sont prelevés stérilement et les lymphocytes T sont 

séparés par passage sur une colonne de Nylon (JULIUS et al., 1973) et maintenus à 37OC 

dans une atrnosphére il 5% de C02. Pour la rkalisation du test, 5x105 lymphocytes T et 

106 cellules présentatrices d'antigénes (irradiées pendant 3 minutes A 30 GY, Philips RT, 

filtre 1,7 Al, 100 Ku, 8mA, et provenant de thymus de jeunes rats Fischer) sont cultivees v 4 ,  $'q 
, - -  
?L'-',(.>>,, 

en présence de l'antigéne pendant 5 jours dans un volume total de 0,2ml (Plaques 

Nunclon, Roskilde, Danemark). Un peptide irrelevant de l'antigéne P28 du schistosome 

est utilisé comme contrôle. Au cours des dernieres 16 à 18 heures de culture, on ajoute 

- 48,5 kBq de thymidine tritiée (activité spécifique 37 GBqImmol, CEA, Gif sur-Yvette, 
: * 
Tc I Jl h ,  

France). Le taux de radioisotope incorporé est déterminé après filtration des cellules sur 
4 %  ;' . ) ;y :  

t-*3' hA," - ' ~ 2  , . - , t l .  ! , 
tibre de verre (Titertek harvester, Skauon, Lirbven, Norvege), puis immersion des filtres 

dans un liquide de scintillation, et enfin un comptage l'aide d'un compteur à scintillation 

liquide (LKB Wallace, Turku, Finlande). 



RESULTATS 



1. ETUDE DE LA REPONSE IgA HUMAINE AU COURS DE ~q 

TOXOPLASMOSE 

Chez l'homme, la voie d'infestation naturelle est représentée essentiellement par 

l'ingestion de parasites. Notre premiere approche a donc concerné l'étude de l'induction 

d'une réponse anticorps d'isotype IgA au cours de l'infection naturelie. 

Cette étude comporte deux volets impliquant tout d'abord la mise en evidence d'une 

réponse IgA drique spécifique humaine par une méthode radioimmunologique puis dans 

un second temps, la détection des antigénes reconnus par les anticorps d'isotype IgA par 

la technique d'immun~lectrotransfert. 

LI.  Mise en évidence de la rénonse s~ecifiaue au c o w  de la . . 

Afin de définir la cinétique d'évolution des anticorps d'isotype IgA au cours de la 

toxoplasmose, une centaine de sérums humains d'infection et négatifs ont été obtenus par 

le Dr. Anne Decoster (hôpital St Antoine Lille) et ont été étudies. 

Certains drums des patients pour lesquels un suivi sérologique au cours de l'infection a 

été possible ont été analysés par une technique radioimmunologique permettant la détection 

des anticorps IgA spécifiques (Tableau 4). Ces sérums ont été préalablement analysés par 

les techniques classiques de diagnostic et ont été classés de la façon suivante: 

-Serums de "phase aiguë": un mois un mois et demi apres séroconversion avec présence 

d'anticorps IgM soit seuls, soit accompagnés d'anticorps IgG. 

- SCrums de "phase subaiguë": il s'agit d'une phase évolutive, avec soit des anticorps 

d'isotype IgG titre encore elevé associés ou non la présence d'anticorps IgM. 

- Sérums de phase "chronique": ce stade, le taux d'anticorps d'isotype IgG est faible et 

stable au cours de plusieurs prélevements avec une Cventueiie présence d'anticorps IgM. 



* Moyenne des sérums négatifs: 140 I 32 cpm 
** Exprimé en Unitds Internationales par ml 

Phase aiguë/ 
subaiguë 

Toxoplasmose 
Nov-Dec 86 

Phase subaiguë 

Phase subaipuë 

Fin de phase 
subaiguë 

Début de phase 
chronique 

I_oM résiduelles 

Fin de phase 
subaipuë. 

Début de phase 
ckronique 

Mère en phase 
subaiguë 

Enfant sans 
toxoplasmose 
congCnitale 

TABLEAU 4 

REPONSE ANTICORPS IgA HUMAINE 
ETUDE PAR UNE TECHNIQUE RADIOIMMUNOLOGIQUE 

No Sérums 

465 
489 
604 
646 

5 16 
529 

440 
536 
616 

333 
36 1 
377 
4 14 
418 
503 

499 
539 
743 
7 54 

470 
500 

55 1 
586 
622 
703 

cpm * 

101 1 
900 
796 
721 

72 1 
57 1 

580 
664 
568 

548 
541 
505 
454 
459 
410 

334 
3 27 
347 
27 8 

582 
569 

1 O0 
130 
92 
7 9 

IgG* * 

200 
200 
1 O0 
1 O0 

800 
800 

400 
400 
400 

200 
200 
200 
200 
200 
200 

400 
400 
400 
200 

400 
400 

1 O0 
1 O0 
25 
1 O 

IgM 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

- 

Date de 
prelkvement 

16/12/86 
201 1/87 
41618 7 
16/7/87 

6/2/87 
5/3/87 

11/12/86 
18/3/87 
23/6/87 

24/7/86 
27/7/86 
1/10/86 

3 11 1 0186 
1311 1/86 
261 1/87 

2 1/1/87 
3/4/87 

2.511 1/87 
151 17/87 

19/12/86 
231 1/87 

14/4/87 
14/5/87 
26/6/87 
1/10/87 



D'après les données obtenues pour les differents serums analyses, la rCponse anticorps 

d'isotype IgA est d'apparition precoce (A), persiste taux Clevé en phase subaiguë (B, C) 

et diminue lors du passage en phase chronique (D, E). Le dossier F concene le cas 

typique d'une mère contaminee lors du premier trimestre de sa grossesse et se trouvant en 

phase subaiguë au moment de l'accouchement. Le dossier G est celui de son enfant non 

infecte suivi sur une période de 6 mois. Les sCmms de la mère sont positifs en anticorps 

IgA spdcifiques, le serum de l'enfant ne possède quant à lui pas d'anticorps d'isotype 

IgA, mais uniquement les IgG maternelles transmises. 

La rdponse anticorps d'isotype IgA mise en dvidence par cette technique est parall8le à la 

réponse IgM. Neanmoins, des anticorps IgA specifiques peuvent être detectés par cette 

technique jusqu'en fin de phase subaiguë. 

Cependant, chez l'homme, on ne peut connaitre avec precision les cinetiques comparees 

de ces deux reponses anticorps puisque la date de l'infection est souvent difficile il 

a déterminer. 

1.2. I d e n t i f m o n  des antigènes i m u e s  dans . .  la ré~onse  ant icor~s  Igq 

Après avoir dCtectC une rdponse anticorps IgA importante dans les sérums collectt?~ en 

phase aiguë de l'infection, nous avons recherché quels étaient les antigènes reconnus par 

ces anticorps d'isotype IgA. L'analyse de ces sCrums a donc 6té realisée par 

immunotransfert en conditions reductrices et non réductrices à l'aide de deux sources 

d'antigènes, un extrait antigenique total du parasite et une préparation antigenique soluble 

(contenant notamment certains antigènes excr6t6s-sécr6t6s caracterisés dans notre 

laboratoire dans le cadre de la rdponse IgG: les antigenes de 283  et de 27 kDa). 



-fert de l'ex&& an-tal de T. & . . . . 

L'analyse de sérums humains collectes en phase aigu& de l'infection, après 

immunotransfert d'un extrait antigénique total du parasite (Figure 17) en conditions non 

réductrices (17A, pistes 1 à 4) demontre que la rdponse anticorps IgA est majoritairement 

dirigde contre l'antigène majeur de surface P30 (pistes 1 h 4) bien que des antigbnes de 

poids moléculaires apparents de 97.83, et 43 kDa soient Cgalement reconnus. L'analyse 

des mêmes sérums aprbs immunotransfert de l'extrait antigenique total en conditions 

réductrices (l7B, pistes 8 a l  1) montre que la réponse anticorps 1gA de ces sérums est plus 

difficilement détectable mais essentiellement dirigée contre l'antigène de 30 kDa (pistes 9). 

La réponse anticorps IgG du sérum de la piste 4 (17A) et 11 (17B) est présente à titre de 

comparaison (pistes 5 et 12). Ces anticorps IgG reconnaissent de nombreux antigènes, 

dont les principaux antigbnes de surface du parasite P30, P35, et P43. 

J.2. b immunouansfert d'une -e solubk . . 

Le rôle des antigbnes excrt5t6s-sécr6tt!s dans l'immunitk a été largement 

documenté dans notre laboratoire à l'aide de deux modeles expérimentaux (DARCY et al., 

1988; DUQUESNE et al., 1990; DARCY et aL, 1992). Iî nous a aussi paru intéressant de 

savoir si certains de ces antigbnes représentaient les cibles d'une reponse anticorps IgA au 

cours d'une infection naturelle. Cependant, les preparations d'antigènes excrCt6s-sécrétés 

contiennent une quantite importante de sérum (10%) gênant la migration sur gel. Nous 

avons donc preferé utiliser pour l'analyse des sérums humains une préparation d'antigenes 

solubles liberes par le parasite en absence de calcium (SIBLEY et al., 1986). Cette 

preparation est fortement enrichie en principaux antigenes sécrétés caractérisés dans notre 

laboratoire. Un gel à 10% de polyacrylamide a eté realid en conditions rkductrices et des 

sérums humains caractéristiques des differentes phases de l'infection ont Cd analyses 

(Figure 18). 

A titre de contrôle, on a utilise un sCrum de souris immunisée par l'antigbne P27. 

L'analyse d'un sérum de patient en phase aigut! de la toxoplasmose (A, piste 3) a r6velC la 



FIGURE 17 

ANTIGENES RECONNUS PAR LES ANTICORPS IgA HUMAINS AU 

SEIN D'UN EXTRAIT ANTIGENIQUE TOTAL DE TACHYZOITES 



D E F  
- - - - - - - -. 

A. Pis te 1: Sérum de souris saine 
Piste 2: Sérum de souris immunisée par l'mti,oène P27 
Piste 3: Sérum de phase aiguë 1,oG 1600 : IPM + - - . " 

B. Fin de phase s u b h ë  
1. Prélèvement du 28.3.87 IgG 800; IgM + 
2. Prél5vement du 23.9.87 IgG 400; IgM + 
3. Prélèvement du 19.12.87 IgG 400; IgM + 

C. Phase chronique; 
1. Prélèvement du 24.7.86 IgG 200; IgM + 
2. II du 24.8.86 IgG 200; IgM + 
3. 11 du 1.10.86 IgG 200; IgM + 
4. Il du 31.10.86 IgG 200; IgM + 
5. Il du 13.1 1.86 IgG 200; IgM + 
6. II du 26.1.87 IgG 200; IgM + 

D. Sérum humain négatif 
E. Sérum de souris immunisée par l'antigène P27 
F. Anticorps monoclonal IgG TG 17-43 anti-P27 

FIGURE 18 

ANTIGENES RECONNUS PAR LES ANTICORPS IgA HUMAINS DANS 

UN EXTRAIT SOLUBLE DE TACHYZOITES 



reconnaissance particuliere par les anticorps d'isotype IgA spécifiques des antigenes de 

28,s (faiblement), 30.40 kDa et d'un antigene intensément marqué d'environ 50 kDa. Les 

sérums du patient B (fin de phase subaiguë) reconnaissent de façon majeure l'antigène de 

28.5 kDa, et egalement un antigène de 40 kDa. Dans le cas C (drums de phase chronique) 

pour lequel on possède un suivi des drums sur 6 mois, la réponse anticorps IgA semble 

seulement dirigee dans les premiers prelevements contre un antigene de 40 kDa, puis 

s'atténue au cours du temps. 

Malheureusement, cette prdparation antigenique necessitant le prélevernent de lavages 

péritonéaux d'un grand nombre de souris infectées, nous n'avons pas pu étudier un grand 

nombre de sérums, notamment aigus, ce qui aurait eté souhaitable. 



II. ETUDE DE J.A REPONSE IeA DIRIGER CONTRE T. GONDXI AU 

COURS DE LA TOXOPLASMOSE E - E N T U  

La cinetique d'dvolution précise de la rdponse anticorps d'isotype IgA au cours 

de la toxoplasmose ne peut être etablie que dans des mod&les expérimentaux pou  lesquels 

on connaît la date exacte de l'infection. Les deux modeles dont nous disposions dtaient 

celui du rat, resistant l'infection experimentale par T, gondii, et la souris, animal sensible 

a une infection par ce parasite. 

11.1. Cinétiaue de la ré~onse anticoros IgA chez le rat et la souris eq 

fonction de la voie d'infectioq 

Des rats Fischer ont dté infectes par voies orale et intrapéritoneale par 1200 kystes de la 

souche attdnuee 76K de T. gondii. Les souris OF1 ont reçu par les mêmes voies 

d'inoculation 100 kystes de la même souche (Figure 19). Les sérums ont dtt? anaiysds de 

JO a 5300 pour le rat et de JO JllO pour la souris, par une technique 

d'immunoempreinte. 

Chez 1é rat, une reponse anticorps d'isotype IgA est détectée quelle que soit la voie 

d'infection d8s le 7Cme jour après l'infection, atteint un plateau vers le 4Oème jour puis 

decroît par la suite. Cette repense est toutefois plus importante lors de l'infection par voie 

orale que lors de l'infection par voie intrapéritonéale (Figure 19A). 

Chz fa sowis, on observe une dvolution comparable de la réponse anticorps IgA. Cette 

reponse est Cgalement plus elev6e aprCs une infection par voie orale que lors d'une 

infection par voie intrapéritoneale (Figure 19B). 

Bien qu'il soit difficile de comparer des r~sultats de tests utilisant des réactifs différents, la 

reponse anticorps IgA que nous avons observe chez la souris semble nCanmoins plus 

importante que chez le rat. 
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CINETIQUE DE LA REPONSE ANTICORPS D'ISOTYPE IgA CHEZ LE 

RAT ET LA SOURIS AU COURS DE L'INFECTION 



JI.2. Etude cinetique comparée des differeates r é ~ o n s e s  ant icor~s  
. . .  . , 

e IgG. - IeM. - I@. IgE; chez le rat 

L'évolution de la réponse anticorps IgA par rapport aux autres réponses anticorps 

a dté dtudiée dans le cas de l'infection du rat par voie orale (Figure 20A). En effet, le 

comportement de ces animaux face il l'infection peut être rapproche du comportement 

observé chez l'homme ce qui constitue l'intérêt particulier de ce modele. 

La réponse IgM apparaît &es rapidement des le 7eme jour a p l s  i'infection (Figure 20A et 

20B). atteint son niveau maximum des le geme jour, mais reste neanmoins élevée par la 

suite. La réponse anticorps IgG s'élève quant il elle progressivement et persiste plus de 

1 10 jours apres l'infection. La réponse anticorps d'isotype' IgE, également détectee des le 

7ème apres l'infection suit une évolution parallele il la réponse I g k  

Afin de préciser plus particulierement l'évolution de la repense anticorps IgA par rapport il 

l'dvolution de la réponse IgM, nous avons étudié les cinétiques comparées de ces deux 

réponses anticorps dès les premiers jours après l'infection chez le rat (Figure 20B). 

Nous avons pu constater que l'apparition des deux réponses anticorps étaient pratiquement 

simultanée (moins d'un jour d'intervalle). Ceci confme la précocité d'apparition de la 

réponse anticorps IgA observée en toxoplasmose humaine et valorise sa détection 

conjointement avec les anticorps IgM dans les cas de toxoplasmoses aiguës. 

ction d'une ré~onse  IeA âprès immunisation Dar . . les a n t i w  

Etant donné le rôle des antigenes excrétés-sécrétés du parasite dans l'immunité, il 

etait interessant de savoir si certains de ces antigknes sont cibles d'une reponse anticorps 

d'isotype IgA. 

Les résultats obtenus chez le rat immunocompétent immunid par les antigenes ES (Figure 

2 1) démontrent que ces antigenes peuvent induire même en absence d'adjuvant, une 
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reponse anticorps de type IgA notable. Cette réponse anticorps est neanmoins amplifide en 

présence d'adjuvant incomplet de Freund et atteint des niveaux comparables ceux 

observés lors de l'infection par voie orale. 

11.4. Antwnes reconnus Dar les anticor~s - IeA - et . . IeE au cours de 

ction et de l ' immu~sa t~on  d m  un extrait a-ue total du . . 
Darasite 

La spdcificitd antigenique de ces anticorps IgA induits au cours de l'infection 

expérimentale du rat et de la souris par voie orale, et au cours d'immunisations de rats par 

les antigènes ES a etc? determinee après immunotransfert. Nous avons utilise pour cette 

étude des conditions d'electrophorèse permettant une bonne séparation des antigènes de 

poids moleculaire compris entre 25 à 35 kDa (gel A 13% d'acrylarnide) (Figure 22). 

Dans la partie A, les pistes 1 21 9 présentent les resultats obtenus avec des pools de sdrums 

de rats collectCs à 57, 517, 520, 528, 541, 354, 568, 5155, et 530 1 après infection orale 

par 1200 kystes de la souche 76K. Les pistes 10 et 11 correspondent au pool de sérums 

de rats non infectés, et au pool de sérums de rats Fischer ayant reçu un extrait de cerveau 

de souris non infectee, respectivement. Un anticorps monoclonal IgG (TG17-179) 

specifique de l'antigène de 28.5 kDa et un sérum polyclonai dirige contre un antigbne de 

30 kDa ont Cgalement dtd utilisés (D, pistes 1 et 2 respectivement) pour preciser le poids 

moléculaire des antigènes. 

Au 17eme jour après l'infection. la rdponse anticorps IgA des rats est essentiellement 

dirigee contre des antigenes de 38, 30 et 29 kDa. A partir de 541, on observe la 

reconnaissance des mêmes molecules, avec toutefois la presence de triplets 

supplémentaires dans la zone de 90 ii 75 kDa ainsi que la présence de bandes des poids 

mol6culaires apparents de 50. 43, 35 et 28,5 kDa (Figure 22.1.A). Les serums de rats 

infectes par la même dose de kystes mais par voie intrapéritoneale presentent le même 

profil, avec neanmoins une plus faible recomaissance de l'antigbne de 30 kDa 



La figure 22.I.B illustre les résultats obtenus avec des pools de sérums de rats Fischer 

immunisés par les antigènes excrétés-sécrétés du parasite en présence d'adjuvant 

incomplet de FREUND à 557. La réponse anticorps d'isotype IgA est principalement 

dirigée contre des antigènes de poids moléculaires 29 D a ,  28,5 et 30 D a .  

Les sérums de souris infectées par voie orale possèdent à 575 et 5104 après infection 

(Figure 22.I.C, pistes 1 et 2) des anticorps IgA essentiellement dirigés contre un antigène 

de 29 kDa. La piste 22. I.C.3 correspond au pool de sérums de souris non infectées. 

Les anticorps d'isotype IgE des sérums de rats infectés par voie orale et prélevés à 563 

et J89 (figure 22 II. pistes E et F) reconnaissent majoritairement l'antigène P30 dans un 

extrait total de tachyzoïtes. Une réponse beaucoup plus faible vis-à-vis d'autres antigènes 

peut être néanmoins détectée. La piste G correspond au pool de sérums de rats non 

infectés. L'ensemble de ces résultats souligne l'importance de la réponse polyisotypique 

IgG, IgM, IgA et IgE induite par l'antigène majeur du parasite P30. 

. , ectés et immunises 

Nous n'avons pas pu, pour cette étude, utiliser la préparation d'antigènes 

solubles employée précédemment pour l'analyse des sérums humains, en raison du trop 

grand nombre d'animaux nécessaires à sa préparation (voir matériel et méthodes). En 

conséquence, nous avons utilisé les préparations d'antigènes excrétés-sécrétés. 

Cependant, ces préparations contenant 10% de sérum provoquent une grande déformation 

du gel au niveau de la zone de migration de l'albumine et des immunoglobulines et 

empêchent la détection par immunotransfert d'antigènes parasitaires dans la zone comprise 

entre 45 à 80 m a .  

Dans ces conditions, nous avons pu observer que la réponse anticorps IgA de rats infectés 

est préférentiellement dirigée contre un antigène de 34 kDa, bien que des antigènes de 39 
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et 28,5 kDa soient kgalement reconnus (Figure 23). On ne note pas de differences entre les 

resultats obtenus lors de l'infection par voie orale (piste A) et par voie intrapCritonkale 

(piste B). Les pistes C et D correspondent au pool de sdrums de rats non infectes et au 

pool de sérums de rats ayant reçu un extrait de cerveau de souris saine, respectivement. 

La repense anticorps IgA de souris infectees est egalement dirigee contre le même antigtne 

de 34 kDa, mais est plus intense lors de l'infection par voie orale (piste F) que lors de 

l'infection par voie inuaperitonkale (piste E). Les pistes G et H correspondent aux pools 

de sérums de souris saines et de sérums de souris ayant reçu l'extrait de cerveau de souris 

saine, respectivement. 

Enfin, des serums de rats immunises par les antigenes ES en prdsence d'adjuvant 

incomplet de FREUND, reconnaissent egalement deux bandes majeures de 34 et 28,5 kDa 

(piste 1). Ces antigtnes ne sont pas reconnus par le pool de sérums de rats immunisés 

uniquement par l'adjuvant incomplet de FREUND (piste J). 



III. APPROCHE MONOCIdONALE DE 1.A REPONSE - AU COURS DE - 
Afin de pouvoir evaluer la fonction des anticorps d'isotype IgA dans l'immunité 

au cours de la toxoplasmose, nous avons produit des anticorps monoclonaux de cet 

isotype chez la souris. 

Les animaux utilisés pour l'hybridation cellulaire ont eté sélectionnes après analyse de leur 

rkponse anticorps IgA serique vis-&-vis d'un extrait antigenique total de T. gondii. La rate 

ou les ganglions des animaux pr6sentant la plus forte reponse anticorps IgA ont alors et6 

préleves. Par contre, les plaques de Peyer de toutes les souris initialement infectees ou 

immun&es ont et6 prélevees et ont été utdisees pour l'hybridation cellulaire. 

Protocoles d'hvbridation cellulaire et sélection des clones 

producteurs d'Ig4 

Le nombre de puits ayant presentd des clones viables au bout de 2 mois environ 

a dte très variable selon les expériences. 

Les surnageants des differents hybridomes ont CtC analysés par une technique 

radioirnmunologique detectant les IgA et sélectionnés vis-&-vis de l'extrait antigdnique total 

de T. gondii sur la base d'une reponse de 2 & 3 fois supdrieure & celle observee pour le 

temoin negatif SP20 (surnageant du myelome non sdcrétant, utilisé pour l'hybridation 

cellulaire). 

Le tableau 5 montre le pourcentage de clones IgA spdcifiques dlectionnds au cours des 

ciifferentes hybridations rdalisées en fonction du type de protocole utilisé. 

Aucune information n'dtant alors disponible sur la manière d'obtenir un anticorps 

monoclonal IgA spdcifique, nous avons choisi de rdaliser dans un premier temps deux 

hybridations cellulaires partir de souris infectées par voie orale (voie induisant un taux 

dlevt? d'IgA spdcifiques, seriques et dcretoires) et ceci deux moments diffdrents au 



cours de l'infection, J 18 et J32. Le 18kme jour d'infection conespond à l'augmentation du 

taux des anticorps IgA sériques chez la souris et le 32kme jour au maximum de cette 

réponse anticorps. Nous avons alors prélevé les cellules spléniques et ganglionnaires pour 

ces fusions. 

En utilisant les hybridations cellulaires TG23 / TG25 (cellules ganglionnaires à 518 et J32) 

et TG24 / TG26 (cellules spléniques à 518 et J32), on peut constater qu'aucun clone 

spécifique producteur d'IgA n'a été détecté lors des hybridations avec les cellules 

spléniques (Tableau 5A). Un faible pourcentage (maximum 3%) a néanmoins été obtenu 

dans le cas des hybridations de cellules ganglionnaires. Nous avons aussi pu remarquer 

que les clones hybrides produisant des IgA faisaient souvent partie des derniers clones qui 

proliféraient, les premiers étant souvent constitués par des hybridomes produisant des IgG 

et des IgM, ce qui semblerait indiquer que la croissance des clones producteurs d'IgA est 

plus lente que celle des clones producteurs d'anticorps d'isotypes différents. 

Les faibles pourcentages obtenus dans les premiers protocoles nous a conduit à élaborer 

d'autres protocoles d'optimisation de cette réponse. Une substance adjuvante (la toxine 

cholérique) ainsi qu'une substance immunostirnulante (le MDP, muramyl dipeptide), qui 

permettent d'augmenter les réponses anticorps IgA sériques et sécrétoires lorsqu'elles sont 

administrées par voie orale, ont ainsi été utilisées lors de l'infection ou de l'immunisation. 

Des animaux ont ainsi été immunisés par voie orale, soit avec un extrait antigénique total 

du parasite, soit avec les antigènes ES (hybridations cellulaires TG29 et TG30) ou infectés 

par voie orale avec des kystes de la souche 76K (hybridation cellulaire TG31), en 

présence de toxine cholérique. 

Enfin, nous avons réalisé un dernier protocole d'immunisation par voie sous-cutanée avec 

les antigènes ES, suivi d'une stimulation par voie orale par le MDP. 

D'autre part, la rate et les ganglions ne semblant pas être les organes de choix pour 

favoriser l'obtention d'anticorps monoclonaux de cet isotype nous avons prélevé les 

plaques de Peyer, source importante de cellules précurseurs d'anticorps IgA. 

En utilisant ces différents protocoles, nous avons constaté une augmentation du 
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pourcentage de clones produisant des IgA (spécifiques et non spkcifiques). Bien que 

l'administration de la toxine cholérique ait provoqué dans certains groupes d'animaux une 

assez forte mortalité, ce qui a limité le nombre de plaques de Peyer disponibles pour 

l'hybridation cellulaire, les hybridations TG29 et TG30 ont conduit l'obtention d'un plus 

grand nombre de clones hybrides dcrétant des IgA (entre 7 et 9% de clones producteurs 

dlIgA spécifiques)(Tableau 5B). Malheureusement, l'hybridation cellulaire TG31, 

correspondant l'infection en presence de toxine cholérique n'a pas pu être pleinement 

exploitée en raison de la quantité limitée de cellules récupérées lors du prCl&vement des 

organes. 

Enfin, les premiers résultats obtenus lors de l'utilisation du MDP laissent présager un 

pourcentage de clones spécifiques beaucoup plus élevt? que celui obtenu lors des 

hybridations précédentes (3 clones IgA spécifiques sur 7 analysés; Tableau 5C), ce qui 

valorise pleinement l'utilisation de cette substance comme immunostirnulant des reponses 

anticorps IgA. 

m.2. Analvse isotv~iaue des différents clo . . nes ~ositifs 

de vérifier l'isotype des différents clones après clonage cellulaire, nous avons utilisé 

la technique d'immunodiffusion en gel (méthode dlOUCHTERLONY) (Figure 24). Un 

sérum de souris de référence (A) (Sigma) dont la concentration des différents isotypes 

d'anticorps est connue et un sérum de souris infectée par 300 kystes de la souche 76K (B) 

ont étt? utilisds comme timoins positifs. Le surnageant du myélome SP20 non sécrétant a 

et6 utilisé comme temoin nebatif ( C ) .  L'isotype IgA d'un clone skcrétant des IgA 

monoclonales non specifiques de i? gondii et produit par D. GREZEL dans le laboratoire 

a aussi été confirmé (D). Les differents isotypes d'anticorps ont Ctt? déposés dans le sens 

des aiguilles d'une montre comme suit: IgG1, IgG2a, IgGZb, IgG3, IgA, IgM. Nous 

avons pu vérifier qu'aprks clonage cellulaire, nos clones produisaient effectivement 

toujours des IgA monoclonales et uniquement celles-ci. 
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3. S ~ e t e  antigeniaue des anticor~s monoclonaux I .  . #  . # .  

. . se Dar une t e c h n l a u e n o l o u  

Après avoir sdlectionne les clones producteurs d'anticorps IgA specifiques sur un extrait 

antigénique total de T. gondii, ceux-ci sont CvaluCs par la même technique vis-A-vis d'un 

extrait d'antigènes membranaires ("Chaps"), et d'un extrait antigenique soluble (S2). 

Les témoins negatifs sont constitues par le materiel (surnageant de culture et liquide 

d'ascite) correspondant au myClome ternoin S P 2 0  et au clone producteur dlIgA 

irrelevante. Le témoin positif est constitue par un sérum de souris infectée par 300 kystes 

de la souche 76K par voie orale et dilue au 11100. Les surnageants sont utilisés purs, les 

liquides d'ascites sont par contre dilues au 111000 et au 112000. Les resultats d'une 

expérience representative sont présentes dans les tableaux 6 et 7 et sont exprimés en cpm. 

tes résultats du tableau 6 démontrent que les differents sumageants des clones retenus 

sont tous nettement positifs vis-A-vis de l'extrait antigénique total. Neanmoins, une 

dilution au 1/10 des surnageants de culture entraîne géneralement une moins bonne 

détection des anticorps IgA spécifiques. L'absence de rdaction positive vis-à-vis d'un 

antigene irrelevant, l'antigene P28 de Schistosome, a Cgalement et6 vdrifiee A titre de 

contrôle. D'autre part, l'ttude de ces surnageants sur les extraits membranaires precise que 

l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB 11, negatif vis-&-vis de la fraction soluble, est dirige 

contre une protéine membranaire du parasite. Les autres clones reconnaissent 

apparemment des épitopes dlantig&nes présents dans les deux types d'extraits 

antigeniques. 

Le tableau 7 resume les resultats obtenus avec les liquides d'ascites. Nous avons constaté 

que le liquide d'ascite correspondant au clone IgA irrelevant induit une reaction non 

specifique de loin beaucoup plus importante que celle observee avec le temoin négatif 

SP20, alors que le sérum de souris saine est sans conteste négatif et rejoint les valeurs du 

témoin SP20. Ceci pourrait être dû A plusieurs facteurs impliquant, peut-être la nature 
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5380 
509 1 
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même des anticorps IgA qui se fixeraient de façon non spécifique par des interactions de 

type lectine. Les autres hypothèses seraient soit la possibilité de réactivités croisées entre 

des antigènes de parasites différents mais présentant néanmoins des épitopes communs, 

soit l'intervention d'autres facteurs présents dans les liquides d'ascites. Nous avons en 

effet pu constater que l'emploi d'une IgA myélomateuse purifiée commerciale k MOPC 

315 non spécifique induisait une réponse intense sur les différentes fractions antigéniques 

du parasite, tandis que l'emploi d'une autre IgA myélomateuse (1 MOPC 315) différente 

par la nature des chaînes légères, induisait une réaction moins importante (non illustré). 

Comme nous n'avons pas pu apporter une explication précise à ce phénomène, nous 

avons focalisé notre étude sur deux clones présentant des résultats sans équivoque avec les 

surnageants et les ascites, les clones TG25 AB11 et TG30 GD5. Cette observation est 

néanmoins importante car elle souligne la difficulté du choix d'un bon témoin négatif IgA 

considéré comme irrelevant . 

III.3.b. Immunoempreinte et électroimmunotransfert 

Afin de visualiser la cible de la réponse anticorps IgA que nous avons détectée par la 

méthode radioimmunologique, nous avons employé les techniques d'immunoempreinte 

(Figure 25.1.) et d'immunotransfert (Figure 25.11). 

Les surnageants (A) et les liquides d'ascites (B) des anticorps monoclonaux ont été 

analysés par immunoempreinte vis-à-vis de différents extraits antigéniques: l'extrait 

antigénique total (l), l'extrait membranaire (2 ) ,  l'extrait soluble (3), et les antigènes 

d'excrétion-sécrétion (4). Les témoins négatifs sont constitués par 1'IgA irrelevante (in.), 

et par le témoin SP20. Les témoins positifs sont constitués par un sérum de souris 

infectée par 300 kystes de la souche 76K (au 1/50) comme précédemment et par 1'IgA 

myélomateuse purifiée du commerce k MOPC 315 ayant démontré une réactivité non 

spécifique par la technique radioimrnunologique. 
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Seuls le surnageant et le liquide d'ascite du clone IgA TG25 AB11 ont présente une 

reponse claire dirigee contre l'extrait membranaire (Figure 25A) confirmant par là-même 

les premiers resultats obtenus lors de l'etude par la methode radioimmunologique. 

Cependant, aucune rdponse positive n'a et6 detectee avec les surnageants des autres clones 

(non illustre). 

Le surnageant et le liquide d'ascite du clone TG25 AB1 1 ont alors et6 analyses après 

immunotransfert d'un extrait antigenique membranaire du parasite en conditions non 

reductrices. Cette methode a permis de visualiser une bande à environ 60 kDa (Figure 25. 

II) avec le surnageant de culture (piste 1) et le liquide d'ascite (piste 2). La piste 3 

correspond au liquide d'ascite SP20 negatif, la piste 4 correspond, par contre, à 1'IgA 

my6lomateuse K MOPC 3 15 du commerce. Celle-ci revèle plusieurs bandes, confirmant la 

possibilité d'une interaction non specifique de type lectine. Un autre témoin constitue par 

des IgA purifiées dirigées contre un virus murin (MMTV: mouse marnmary tumor virus) 

n'a d'ailleurs revele aucune bande (piste 6). La piste 7 montre la rkaction obtenue avec 

l'anticorps monoclonal IgG (TG05-54) dirigé contre P30. 

I1 est à noter cependant que l'utilisation d'un gel en conditions reductrices semble entraîner 

une moins bonne reconnaissance des antigènes par les anticorps IgA (comme cela a et6 

observe pour les IgA humaines) et, effectivement, il nous a 6te très difficile d'obtenir un 

resultat convainquant avec les differents surnageants de culture dans ces conditions. 

Ces resultats suggèrent que l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB 11 reconnaît un epitope 

d'une molecule de poids moleculaire d'environ 60 kDa presente dans l'extrait 

membranaire du parasite, ou d'une molécule pouvant se dimériser à un poids mol~culaire 

de 60 kDa. Comme il etait connu que l'antigène majeur de surface P30 et l'antigène secret6 

GP28,5 pouvaient se dimeriser, nous avons emis l'hypothèse que cet anticorps 

monoclonal IgA pouvait être dirige contre un epitope de l'une ou de l'autre de ces 

mol6cules. 



m.3.c. Techniaues d'immunocapture IgA s~écifiaues d'antigènes 

Afin de déterminer si l'antigène reconnu par l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB1 1 

pouvait être l'antigène P30, nous avons adapté au modèle souris le test d'immunocapwe 

IgA anti-P30 mis au point par le Dr. A. DECOSTER dans le laboratoire pour l'analyse des 

sérums humains et utilisant l'anticorps monoclonal IgG TG05-54 (DECOSTER et al., 

1988). Le principe de cette méthode est schématisé dans la Figure 26. Parallèlement, nous 

avons adapté le même test d'immunocapture en utilisant cette fois-ci un anticorps 

monoclonal TG17-179 dirigé contre l'antigène de 28,5 kDa. 

Bien qu'aucune information n'ait été jusqu'alors obtenue concernant les antigènes 

reconnus par les autres anticorps monoclonaux IgA, tous les surnageants de culture 

correspondant aux différents clones sélectionnés ont toutefois été analysés par cette 

technique. 

Les résultats obtenus lors d'une expérience reprbsentative, par le test d'imrnunocapture 

IgA anti-P30, sont présentés dans le Tableau 8A. Les densités optiques présentées dans la 

colonne du témoin sérum correspondent aux valeurs obtenues en absence de tout antigène. 

Seul l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB 11 présente une réponse franchement positive. 

Il faut néanmoins souligner qu'un résultat positif dans ce test suggère que l'anticorps 

monoclonal IgA TG25 AB1 1 reconnaît un épitope différent de celui reconnu par 

l'anticorps monoclonal IgG TG05-54. Les résultats obtenus pour l'anticorps monoclonal 

TG29 EG3 sont cependant plus difficilement interprétables. 

Etant donné que L'IgA rnyélomateuse que nous avions testée précédemment, réagissait 

vis-à-vis de l'antigène de toxoplasme, nous en avons utilid une autre, 1'IgA MOPC 

315, dont la réactivité vis-à-vis de cet extrait antigénique était faible (non illustré). On peut 

néanmoins obsex-ver que dans ce test, les valeurs obtenues pour le surnageant négatif 

correspondant à 1'IgA irrelevante et pour cette autre IgA myélomateuse sont relativement 

élevées ce qui semble h nouveau indiquer une fixation non spécifique de l'antigène. Ceci 

n'est pas dû à un problème de concentration des surnageants par rapport à 1'IgA 

commerciale purifibe h MOPC 3 15, car celle-ci a été diluée afin d'obtenir des 
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B. Seconde incubation en 
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FIGURE 26 

PRINCIPE DU TEST D'IMMUNOCAPTURE IgA CHEZ LA SOURIS 



A. TEST D'IMMUNOCAPTURE IgA ANTI P30 CHEZ LA SOURIS 

Surnageant ou 
échantillon 

TG25 AB 1 1 

TG29 EG3 

TG30 BFl 

TG30 GD5 

TG30 CE12 

IgA melevante 

SP20 

IgA de myelome 
h MOPC 315 

Sdrum d'infection 
11100 

Souris saine 
1/100 

B. TEST D'IMMUNOCAPTURE IgA ANTI-P28.5 CHEZ LA SOURIS 

DO de la 
réaction 

2.99 1 

2,032 

0,836 

0,838 

0,79 1 

1,019 

1,311 

1,000 

> 3 

1,052 

Surnageant ou 
ichantdion 

TG25 AB 1 1 

IgA irrelevante 

SP20 

IgA de myeIome 
h MOPC 3 15 

TABLEAU 8 

TESTS D'IkfMUNOCAPTURE IgA SPECIFIQUES D'ANTIGENES 

DO du tdmotn 
sdrum 

0,353 

1 ,O2 1 

0.6 19 

0,520 

0,329 

1,002 

0,284 

0,389 

0,544 

DO de la 
réaction 

0,439 

0,418 

0,563 

0,726 

DO effective 

2,638 

1.01 1 

0,2 17 

0,318 

0,462 
- 

0,309- 0.7 10 

0,309 
- 

0,716 

> 3 

0,508 

DO du témoin 
stimm 

0,103 

0,097 

O, 107 

0,132 

DO effective 

I 

0,336 

0,321 

0,456 

0,594 



concentrations en anticorps IgA comparables à celles observées dans les différents 

surnageants de culture. Il est possible qu'un épitope voisin de celui reconnu par ces 

anticorps IgA puisse être présente par l'antigène P30 dans cette réaction et permettre ainsi 

la fixation de cet antigène, où que ces anticorps IgA possèdent des résidus . 
oligosaccharidiques capables de se fucer à certains sites de l'antigène P30, puisque ce 

phénomène ne s'observe pas avec d'autres anticorps monoclonaux IgA étudiés dans les 

mêmes conditions. La même méthode d'immunocapture IgA a été adaptée à la détection 

d'anticorps dirigés contre l'antigène GP28,S afin de vérifier la spécificité de 

reconnaissance de l'anticorps monoclonal TG25 AB11. Les résultats obtenus sont 

présentés dans le tableau 8B. Aucune réactivité n'a pu être détectée pour l'anticorps 

monoclonal TG25 AB 1 1, ce qui confinne sa reconnaissance de l'antigène de surface P30. 

iII.3.d. Réactions d'inhibition Dar les ~ e ~ t i d e s  de la molécule P3Q 

Les résultats de l'analyse précédente ayant confmé que l'anticorps monoclonal TG25 

AB 1 1 était dirigé contre l'antigène P30, nous avons recherché si l'épitope reconnu par cet 

anticorps monoclonal figurait panni les peptides de P30, synthétisés par l'équipe du Pr. 

A. TARTAR, dont nous disposions. Ces différents peptides ont été utilisés non couplés à 

une protéine porteuse ("carrier") et sont appelés 48-67, 82-102, 213-230, 237-256, et 

279-295 selon la séquence décrite par BURG et al., en 1988. Ces différents peptides ainsi 

qu'un peptide témoin synthétisé à partir de la structure d'un antigène de Schistosoma 

manroni, ont été préincubés avec O, lm1 des surnageants des différents clones producteurs 

d'IgA, TG25 AB 11, TG30 GD5, et 1'IgA irrelevante. Différentes quantités de peptides 

10, 5, 2.5, et 1 pg ont été utilisées. L'inhibition vis-à-vis d'un extrait antigénique 

membranaire du parasite a été évaluée en présence de ce mélange anticorps-peptide. Le 

tableau 9 présente les résultats obtenus par radioimmunologie avec une quantité de lOpg 

de peptide par essai lors d'une expérience représentative. 

Etant donné la difficulté de définir un témoin positif de la réaction, nous avons préincubé 

le surnageant TG25 AB 1 1 avec le même extrait antigénique membranaire que celui 



TABLEAU 9 

REACTIONS D'INHIBITION PAR LES DIFFERENTS PEPTIDES DE LA 

MOLECULE P30 

Peptides 

Aucun 

48-67 

82- 102 

213-230 

237-256 

279-295 

Peptide in 

Surnageant TG25 
AB11 

cpm* a 

3688 I 280 

3962 * 261 

4187 I 55 

40 12 k 335 

3916 & 338 

4743 I 119 

3833 i 322 

Surnageant TG30 
GD5 

cpmf a 

2259 I 99 

2170 * 60 

2160 A 235 

1916 i 134 

2392 k 78 

2277 i= 317 

2044 + 150 

Surnageant IgA 
irrelevante 

c p m  a 

176 A 34 

99 * 39 

226 A 10 

224 I 4 

195 i ~ 2  

198 k 9  

133 I 13 
L 



adsorbe sur la plaque. Dans des conditions, en utilisant lOpg d'antigène par essai, nous 

avons pu obtenir une inhibition vis-&-vis de ce même antigene de 60 A 80% (resultat non 

presenté). A titre de comparaison, nous avons aussi analyse le surnageant du clone TG30 

GD5 qui ne semble pas dirige contre Ifantigene P30 dans le test d'immunocapture 

precedent. 

Aucune inhibition n'ayant pu être observde (quelle que soit la quantite de peptide utilisée) 

avec le surnageant du clone TG25 AB1 1 dirige contre P30, ceci suggere que, soit 

l'epitope reconnu par cet anticorps monoclonal ne figure pas parmi ces peptides, soit 

l'epitope reconnu est un epitope conformationnel, soit l'affinite de cet anticorps pour 

l'antigéne natif est beaucoup plus importante que l'affinite pour le peptide. 

, . . ,  #e des antiçnr~s mono cl on au^ 

Après ces differentes tentatives de caracterisation de nos anticorps monoclonaux IgA, 

nous avons essaye d'evaluer leur rôle dans l'immunité au cours de la toxoplasmose, grâce 

A des modeles in vitro et in vivo. 

4.a. Test de lvse dependante du c o w e n t  "Dve & 

Bien que les anticorps IgA soient connus pour être de faibles activateurs du complement 

(uniquement par la voie alterne). nous avons neanmoins testé les potentialites cytotoxiques 

inuinseques des differents anticorps monoclonaux IgA produits en collaboration avec le 

Dr. J.E. SMITH. Les premiers resultats obtenus avec les differents liquides d'ascites des 

clones producteurs d'IgA sont présentes dans le tableau 10, et demontrent l'absence de 

lyse complement-dépendante des parasites avec une dilution au 1/80. Neanmoins des 

dilutions plus faibles que celles utilisées ici seraient nécessaires pour vdrifier effectivement 

l'absence totale de lyse par les anticorps IgA. A titre de comparaison, l'anticorps 

monoclonal IgG TG05-54 anti-P30 est positif de 1/80 jusqu'au 1125600 et l'anticorps 

monoclonal IgG 17- 179 est positif au 1/80. 



if chez le rat nude 

Les premieres expdriences de notre laboratoire ont demontrd l'intdrêt du modele 

experimental du rat Nude lors de l'etude par transfert passif du r6le protecteur d'un 

anticorps monoclonal TG05-54 ding6 contre P30 (SANTORO et al., 1985) ou de sérums 

de rats euthymiques immunises par les antigènes ES (DARCY et al., 1988). C'est 

pourquoi, le rôle de deux anticorps monoclonaux IgA au cours de l'infection a et6 dtudie 

chez cet animai (Figure 27). Le transfert passif par voie intraveineuse de 1,5ml de liquide 

d'ascite correspondant à l'anticorps monoclonai IgG TG05-54 dirige contre P30 prolonge 

notablement la survie des rats infectes par 5 x 1 0 ~  tachyzoïtes de la souche RH (mortalité en 

25-31 jours), contrairement aux rats tkmoins qui meurent entre 15 et 21 jours. 

Afin de pouvoir comparer les effets produits par le transfert passif des diffdrents liquides 

d'ascites IgA (correspondant aux clones TG25 AB 11, TG30 GD5, et au clone producteur 

de 1'IgA irrelevante), nous avons suivi le même protocole; les liquides d'ascites ont Cté 
' doses en IgA totales et la même quantité d'IgA ( soit environ 28,5 mg d'IgA totales) a et6 

transférée par voie intraveineuse pour chaque rat de ces diffdrents groupes. 

Alors que les rats contrôle meurent entre 15 et 21 jours après l'infection, les rats ayant 

reçu le liquide d'ascite IgG anti-P30 utilise comme t6moin positif sont protégds A 100% au 

24eme jour d'infection et meurent ensuite entre le 25eme et le 3 leme jour après l'infection. 

Les rats ayant reçu les liquides d'ascites IgA TG25 AB1 1 et TG30 GD5 ne sont pas 

proteges et meurent le 23eme et le 24eme jour respectivement. Curieusement, les rats 

ayant reçu le liquide d'ascite IgA TG25 AB1 1 anti-P30 commencent mourir des le 

12eme jour après l'infection, contrairement aux rats tdmoins dont certains commencent A 

mourir il partir du 16eme jour. Il est à noter que les rats ayant reçu le liquide d'ascite 

correspondant Li 1'IgA irrelevante meurent également un peu plus t6t (J14) que les témoins 

d'infection. 

Si l'on compare les resultats obtenus apres transfert passif des deux anticorps 

monoclonaux diriges contre P30, l'anticorps monoclonal IgG induit une protection 

transitoire, contrairement à celui d'isotype IgA qui semble exercer un effet ndgatif sur la 



TABLEAU 10 

TEST DE LYSE-DEPENDANTE DU COMPLEiMENT 
(DYE-TEST) 

- TG25 -11 - Infection seule - IgA irrelevante - TG30GD5 - Anti-P30 

10 2 O 

Jours 

FIGURE 27 

TRANSFERT PASSIF DES ANTICORPS MONOCLONAUX I ~ A  CHEZ LE , 

RAT NUDE 



protection. Cependant, les kpitopes reconnus par les deux anticorps monoclonaux &nt 

differents, on ne peut pas exclure la possibilite du comportement different d'un anticorps 

monoclonal IgA dirigé contre le même epitope que celui de l'anticorps monocional IgG. 

4.c. T r a n s f e r t  la sou& 

Les resultats obtenus dans ce modèle, où l'infection est rtalide par voie orale ne sont pas 

illustres car ceux-ci sont similaires A ceux decrits pour le modèle du rat "Nude". Les 

mêmes liquides d'ascites que ceux cités ci-dessus ont 6t.é tranferés par voie intraveineuse 

chez la souris OF1 (0,2ml soit 3,8 mg d'anticorps IgA totales) un jour avant l'infection 

orale par 1200 kystes de la souche 76K. Les resultats obtenus ont montre que les souris 

temoins seulement 

infectées meurent de 57 A 512 post-infection. Par contre 50% des souris ayant reçu l'ascite 

IgG anti-P30 (0,2ml) sont protdgées plus de 20 jours après l'infection. Les souris ayant 

reçu les liquides d'ascites IgA TG25 AB1 1 et TG30 GD5 meurent entre le 6kme et le 

10kme jour aprks l'infection, soit egalement plus précocément que les témoins d'infection. 

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, et d'après les résultats obtenus par transfert 

passif, il semble que cet isotype n'exerce pas de rale protecteur, mais jouerait peut-être un 

rôle nefaste au cours de l'infection. Neanmoins, ceci devrait être confme en modifiant 

certains paramètres, notamment le moment de Sinfection et la dose d'anticorps injectée. 

III.4. d. m o n  de tumeurs s o u s - m e s  (" baçkgack") chez la s o u  
. . 

Afin de pouvoir induire des IgA sCcrdtoires de façon continue au niveau de l'intestin, 

(grâce A la synthese d'IgA par les tumeurs et au transport de ces anticorps travers les 

cellules epitheliaies de l'intestin), des tumeurs sous-cutanées ont dté rdalisées par injection 

de cellules hybrides sur le dos des souris de diffdrents groupes. 

Les IgA driques peuvent être detectees dès la troisième semaine après l'injection de 

cellules hybrides. Comme on ne connaissait pas le meilleur moment pour realiser 



l'infection et que les souris meurent de leur tumeur après 42 jours, deux protocoles 

d'infection au 7ème et au 21ème jour après l'induction de la tumeur ont été réalisés (Figure 

28A et B, respectivement). 

Des lots de 10 souns ont été initialement utilisés, mais étant donné la très grande 

hétérogénéité individuelle concernant l'évolution des tumeurs (plus ou moins grosses ou 

plus ou moins nécrosées), seules 8 souris de chaque lot ont été infectées afin de maintenir 

une certaine homogénéitd. 

Dans le premier protocole (28A, infection à 7 jours), 50% des souris ayant reçu 

l'anticorps monoclonal IgG anti-P30 (TG05-54) survivaient plus de 30 jours après 

l'infection. Dans une période comprise entre 57 et 516 post-infection, les autres souris 

sont toutes mortes, quel que soit le liquide d'ascite IgA transféré. Il est néanmoins 

possible que la quantité d'IgA produite par la tumeur au moment de l'infection ne soit pas 

suffisante pour provoquer un effet très net. D'autre part, on ne connaît pas le stade de 

l'infection où ces anticorps sont susceptibles d'intervenir. 

Dans le second protocole (28B, infection il 21 jours), le liquide d'ascite IgG anti-P30 

protège encore 62,5% des souns plus de 30 jours après l'infection. Les témoins 

d'infection meurent à partir de J9. Dans ce protocole, les souris ayant reçu les liquides 

d'ascites IgA spécifiques et irrelevant meurent plus tôt que les souris témoins. Ainsi, 

d'après les résultats obtenus, les deux anticorps monoclonaux IgA spécifiques ne 

reconnaissent pas dans ces conditions un épitope impliqué pour la protection des souris, 

cet épitope pouvant lui même être bloquant. Néanmoins, il est possible que l'effet observé 

soit dû à l'isotype, ou à la combinaison des deux (épitope et isotype), puisque même le 

liquide d'ascite IgA irrelevant provoque une mortalit6 précoce des souris. 
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FIGURE 28 

ROLE DES ANTICORPS MONOCLONAUX IgA CHEZ LA SOURIS 

(TECHNIQUE DU "BACKPACK") 



CATION DES ANTICORPS IgA (FORMES D I M E R I o u E ~  

Afin de pouvoir etudier plus finement l'activité biologique des differents anticorps 

monoclonaux produits, et de pouvoir eliminer toute interaction eventuelle de facteurs non 

specifiques des liquides d'ascites, nous avons purifie, en collaboration avec Odile 

POULAIN dans le laboratoire, ces anticorps monoclonaux par une technique de gel 

filtration. L'analyse prealable des surnageants et des ascites sur gel de polyacrylamide 

nous a permis de constater que ceux-ci contenaient des formes molCculaires correspondant 

il des IgA dirneriques et des IgA monomériques (non illustre). Il est difficile, & partir des 

liquides d'ascites, de séparer les formes IgA monomCriques produites des IgG 

monomeriques de la souris puiqu'elles possèdent un poids moléculaire voisin (160 D a ) .  

Cependant, les formes dimeriques des IgA (environ 320 D a )  peuvent être purifiées sur 

une colonne de Sepharose 4B. Ces formes possèdent de plus un intérêt non négligeable, 

puisqu'elles sont impliquées dans le transport de la pièce sécretoire. Ainsi ces IgA 

dimériques pourraient être utilisees dans l'avenir dans un système in vitro de transport de 

la pièce sdcrétoire afin d'obtenir des IgA dcr6toires. Le liquide d'ascite IgA TG25 AB1 1 

et le liquide d'ascite témoin SP20 ont CtC purifiCs sur la colonne de sdpharose 4B dans les 

mêmes conditions. Les résultats sont presentés sur les Figures 29 et 30. 

La detection de proteines dans les différentes fractions a eté realisée par la lecture de la 

densite optique à 280nm (Figure 29). Les deux ascites revèlent un profil protdique & peu 

près superposable. Cependant, le dosage en IgA totales des diffdrentes fractions et 1'Ctude 

par radioimmunologie de leur spécificité vis-&-vis d'un extrait total antigenique du 

toxoplasme révèle la prtsence d'IgA spécifiques en quantités importante dans les fractions 

19 h 33, les fractions 23 27 en etant d'ailleurs particulièrement enrichies. Les fractions 

19 & 27 sont pures, comme le montre la Figure 30 et contiennent les IgA dimeriques de 

haut poids moleculaire. Les fractions suivantes possedent Cgalement des IgA 

correspondant essentiellement aux formes monomdriques (Fractions 29 à 41), les IgG de 

la souris et une partie non ndgligeable d'albumine. fl est noter que chez la souris BALBk 
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FIGURE 29 

PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX IgA ET ANALYSE 

DES DIFFERENTES FRACTIONS 

No de la fraction 

17 
19 
21 
23 
25 
27 
29 
31 
33 
35 
37 
39 
41 
43 
45 

IgA spécifiques 
en cpm 

TG25 AB1 1 
ND 

601 1 
8643 
9980 
10500 
10005 
6379 
3682 
1795 
761 
527 
493 
468 
456 
352 

IgA totales 
en pg/ml 

SP20 
90 

355 
456 
584 
763 
649 
757 
745 
353 
173 
35 
124 
79 
1 O0 
145 

TG25 AB1 1 
ND 
2,4 
7,6 
12 
38 

SP20 
0,02 
0,09 
0,28 
0,38 
0,86 

47 
56 
94 
84 
28 
4,6 
1,6 

0,64 
0,60 
0,44 

I 1 ,O0 
0,85 
0,82 
0,80 
0,42 
O, 1 O 
0,04 

traces 
traces 
traces 
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FIGURE 30 

PROFIL SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE DES DIFFERENTES 

FRACTIONS DE PURIFICATION DU LIQUIDE D'ASCITE IgA TG25 

AB11 



on peut obtenir des diméres de chaînes lourdes puisqu'il n'y a pas de liaisons par ponts 

disulfure entre les chaînes lourdes et 1Cgéres contrairement A celles produites chez la souris 

NZB (WARNER et MARCHALOMS, 1975). Les dernières fractions ne contiennent plus 

d'IgA monomeriques et dimeriques detectables et correspondent uniquement il des 

fractions riches en albumine (41 45). 

Les differentes fractions de l'ascite SP20 témoin, ont Cgalement Cti? dosees en IgA totales 

et l'absence de rCactivitC vis-&vis de l'antigène de toxoplasme a Cté contrôlee. Le 

maximum d'IgA totales est retrouve dans les fractions 25 33, avec un maximum de 

l ~ g l m l  pour la fraction 27. Ces anticorps correspondent aux immunoglobulines de la 

souris. 

En conclusion, par cette mdthode, il est possible d'obtenir des quantités purifiees d'IgA 

dimériques, qui permettraient dans l'avenir des Ctudes in vitro et in vivo plus &es et plus 

reproductibles. 



V. ETUDE DU ROLE DE DIFFERENTS EpITOpES DE L'ANTIWNE 

P30 A U  COURS DE LA TOXOPLASMOSE EXPERMENTALE A L= 

DE PEPTIDES DE S Y N T H E S  

Nous avons ainsi démontré qu'une des cibles majeures de la réponse anticorps d'isotype 

IgA est l'antigene P30. Sachant que P30 est capable d'activer des lymphocytes T de 

patients infectés, et que la rkponse anticorps d'isotype IgA est fortement régulée par les 

lymphocytes T, nous avons suivi deux approches complémentaires nous permettant de 

définir certains épitopes de Ilantigene P30 pouvant être impliqués dans l'immunitC. 

La premiere approche a concerné l'dtude particuli&re du peptide 48-67 (peptide N-terminal 

de l'antigène P30) et de sa construction octamérique dont la séquence en acides aminés 

avait éti5 établie par l'dquipe du professeur TARTAR avant la publication de la séquence du 

géne de P30 (BURG et al., 1988). Ce peptide constitue le peptide N-terminal puisque lors 

de la maturation le peptide signal est clivé ce qui place la sérine 48 en position terminale. 

A partir de la séquence génomique de P30, d'autres peptides ont ensuite été synthétisés et 

ont permis une seconde approche concernant l'dtude des épitopes T de cette molécule 

reconnus au cours d'une infection du rat par voie orale. 

Le r6le du peptide 48-67 a d tt? d tudié dans le modèle d'infection de la souris OF1 par 1200 

kystes de la souche 76K par voie orale. Dans ce modkle, le r6le protecteur des antigènes 

d1excrCtion-sécrétion au cours de l'infection avait été préalablement demontré après 

immunisation par voie sous-cutanée avec ces antighes. Les souris OF1 ont CtC 

immunisées soit par 25 pg de peptide 48-67 sous forme lindaire, soit par 25 pg de la 

construction octamerique du même peptide, en présence d'adjuvant incomplet de 

FREUND, puis infectées selon le protocole ddcrit ci-dessus (Figure 31A). Les tdmoins 

négatifs sont constitués par des souris immunisées avec une construction octamérique 
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d'un peptide irrelevant. Aucune protection n'a été obtenue avec le peptide 48-67 sous 

forme linéaire puisque la mort de l'ensemble des souris est observée dans les I l  jours qui 

suivent l'infection. Par contre, 40% de protection ont étC obtenus chez les S O U ~ S  

immunisées avec la construction octamérique de ce même peptide. Ces souris survivent 

plus de 75 jours après l'infection. Une deuxième expérience similaire a confirmé ce 

résultat. 

A titre de témoin positif de protection, l'immunisation de souris par voie sous-cutanée par 

les antigènes excrétés-sécrétds en présence d'adjuvant incomplet de FREUND a permis 

d'obtenir, dans cette expérience, la protection habituelle (67,5% ) (Figure 3 1B). 

La Figure 31C présente les résultats obtenus lors du transfert passif chez le rat Nude de 

cellules T ganglionnaires spécifiques provenant de rats Fischer immunisés par la 

construction octamérique du peptide 48-67. Le transfert de 5x104 cellules spécifiques un 

jour avant l'infection par 5 x 1 0 ~  tachyzoïtes de la souche RH prolonge notablement la 

s w i e  des rats Nude, puisque certains ont survécu jusqu'au 4@me jour après l'infection, 

contrairement aux rats ayant r q u  des cellules T spécifiques de la construction octamérique 

irrelevante (100% de mortalité dès le 21ème jour après l'infection). 

La réponse anticorps IgG des sérums de rats et de souris immunisés par les deux formes 

du peptide 48-67 a été étudiée par une méthode E.L.1.S.A vis-à-vis de la fome linéaire et 

de la forme octamérique. La Figure 32A présente les résultats obtenus avec ces différents 

sérums d'immunisation. Les résultats démontrent la présence d'une forte réponse 

anticorps IgG vis-à-vis de ces peptides dans les sérums de rats et de souris immunisés 

quel que soit l'immunogène utilisé. Par contre, les sérums de rats et de souris immunisés 

par un octamère irrelevant ne présentent pas d'anticorps IgG spécifiques du peptide 48-67. 

L'étude des différents sérums a été complétée par leur analyse en électroimmunotransfert 

vis-à-vis d'un extrait antigénique total de toxoplasme. Le gel a été rdalisC en conditions 

non réductrices (Figure 32B). L'anticorps monoclonal IgG (TG05-54) reconnaissant 

l'antigène P30 a été utilisé comme contrôle (piste 6). Les sérums de souris immunisées 
' 

avec la constniction octamérique du peptide N-terminai 48-67 reconnaissent fortement 
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Ifantigene de 30 kDa (piste 2) contrairement aux souris immunisées avec la construction 

octamCrique irrelevante (piste 1). Les sérums de souris immunisées avec le peptide Linéaire 

48-67 reconnaissent beaucoup plus faiblement l'antigène P30 (piste 3), bien qu'une forte 

réponse soit observée en E.L.I.S.A. contre le peptide. Les drums de rats immunisés avec 

la construction octarnérique du peptide 48-67 reconnaissent également fortement l'antighe 

P30 (piste 4) contrairement aux sérums de rats immunisés par la construction octarnérique 

irrelevante ( piste 5). 

V.2. Etude de la réponse proliférati ve des lvmohocvtes T au cours d 'une infection oar voie ' 

uak 

Des rats Fischer (hôtes résistants à l'infection par T. gondii ont été infectés par 1200 

kystes de la souche 76K par voie orale. La réponse proliferative T de ces rats a été étudiée 

vis-à-vis de différents peptides non couplés de l'antigene P30 (NC1:48-67, NC2:82-102, 

NC3:213-230, NC4:238-256, NC5:279-295, d'une construction octarnérique du peptide 

N-terminal48-67: Oct., et d'une construction octamérique irrelevante: 0ct.irr). 

La Figure 33 présente les r6sultats obtenus lors de la restimulation de 5x 105 cellules T 

ganglionnaires en présence de 106 cellules présentatrices d'antighne d'origine thymique, 

par ces differents peptides, & J8, J15, J29, et J36 après l'infection expérimentale. Les 

expériences réalisées avec deux concentrations de peptides (25 et 12,5pg/ml), 

correspondant & une réponse maximale obtenue avec ces différents peptides, sont 

prdsentées sur les figures 33 et 34. Les colonnes "milieu" reprdsentent le témoin cellulaire 

sans antigene et refletent l'état initial d'activation des cellules. La prolifération des cellules 

vis-&-vis d'un mitogene, la concanavaline A, a dgalement étd verifide comme contrôle 

interne de l'activation. La partie JO représente les rdsultats concernant les lymphocytes T 

de rats sains, ceux-ci ne proliférant pas vis-&-vis des diffdrents peptides de la molCcule 

P30. DCs J8 post-infection, et jusqu'a 536, on note une rdponse proliférative importante 

vis-&-vis d'un peptide particulier, le NC4:238-256. Les cellules T ganglionnaires ne sont 

pas restimulCes par les autres peptides de l'antigène P30 tout au long de l'infection. En 
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particulier, aucune prolifkration n'est observée avec le peptide N-terminal et sa 

constmction octamerique quel que soit le jour de l'infection. 

La Figure 34 montre la réponse proliférative des cellules T spléniques de rats infect& 

vis-A-vis des mêmes peptides, Seul le peptide NC4:238-256 entraîne une réponse 

proliférative des cellules T de 58 A 529 post-infection. Par contre, dbs 536 on note une 

nette chute de cette réponse lymphocytaire. De nouveau, aucune prolifération n'est 

observée avec les autres peptides de l'antigéne P30. Nous avons aussi observe que le bruit 

de fond (proliferation spontanee) est nettement diminué avec ce type de cellules. 

En conclusion de cette étude, nous avons donc pu souligner l'importance de deux 

peptides particuliers de la molCcule P30: les peptides 48-67 et le NC4: 238-256. Le 

peptide 48-67, représente un Cpitope T capable d'induire par immunisation une réponse 

protectrice vis-A-vis de l'infection, mais n'est apparemment pas reconnu par les 

lymphocytes T de rats au cours d'une infection par voie orale. Le peptide 238-256 semble 

par contre être un dpitope important reconnu par les lymphocytes spléniques et 

ganglionnaires au cours de l'infection, mais son rôle dans l'immunitt5 protectrice reste 

inconnu. 



DISCUSSION-CONCLUSION 



Il est maintenant bien établi que les microorganismes et les divers produits 

ingérés par l'organisme fournissent une source potentielle de stimulation pour les 

compartiments systémiques et sécrétoires. Les anticorps d'isotype IgA ont suscité au 

cours des dernières années un grand intérêt dans de nombreuses maladies parasitaires. En 

effet, ils constituent des acteurs importants de la défense immunitaire, tant dans les 

parasitoses B localisation intestinale (protozoaires et helminthes) que dans le cas des 

parasitoses, comme la toxoplasmose, où la voie d'infestation est constituée essentiellement 

par l'ingestion de parasites. Dans ce contexte les travaux présentés dans ce mémoire ont 

d'abord concerné la détection de cette réponse anticorps au cours de la toxoplasmose 

humaine puis expérimentale. La production d'un anticorps monoclonal IgA spécifique 

d'un antigéne majeur de T. gondii a permis, dans un troisième temps, d'apporter un outil 

complémentaire permettant des études ultérieures des fonctions de cet isotype. Enfin, une 

approche cellulaire T a été réalisée avec différents peptides de l'antigène P30, 

majoritairement reconnu par les anticorps d'isotype IgA, et a permis de préciser 

l'importance de certains épitopes particuliers de cet antigène dans i'immunité. 

S D'ISOTYPE TUA AU COU= 

DE JlA TOXOPI,ASMOSE HUMAINE 

L'intérêt de la réponse anticorps IgA dans la toxoplasmose humaine concerne à 

l'heure actuelle essentiellement une approche diagnostique puisque le rôle de ces anticorps 

au cours de l'infection est encore inconnu. 

L'importance de la détection de ces anticorps en diagnostic concerne aussi bien la 

toxoplasmose acquise que la toxoplasmose congénitale. En effet, les techniques courantes 

d'immunodétection sont classiquement basées sur la recherche des anticorps IgG et IgM. 

Actuellement, en raison de l'augmentation de la sensibilité des techniques de diagnostic et 

de la mise au point de nouveaux tests d'immunocapture IgM, des anticorps IgM résiduels 



peuvent être detectes plus d'un an apres l'infection initiale, ce qui remet en cause non 

seulement la cindtique de cette rdponse anticorps mais aussi sa validitd en tant que 

marqueur absolu d'une infection recente (KONISHI, 1987). La cindtique de la réponse 

anticorps IgA Ctant encore mai connue (SEGUELA, 1982). différents auteurs se sont 

interessés A l'induction de cette réponse anticorps au cours de la toxoplasmose acquise et 

congenitale. 

Dans des travaux preliminaires, le premier problkme posé, concernait donc 

essentiellement la comparaison de la cindtique d'dvolution des ces anticorps par rapport 

celle des anticorps IgM au cours d'une toxoplasmose acquise. Notre étude s'est donc 

inscrite dans ce contexte particulier et a permis, grâce au suivi de nombreux serums 

humains preleves differents stades de l'infection, de confirmer par une technique 

radioimmunologique l'induction de la repense anticorps IgA au cours des phases aiguë et 

subaiguë de la maladie, suivie de sa diminution en phase chronique. Ces rCsultats 

confirment ainsi les premieres donnees qui constataient par des methodes E.L.I.S.A. une 

dvolution simultanee des deux rdponses anticorps IgA et IgM (VAN LOON et al., 1983; 

FAVRE et al.,1984). Par la suite, des mdthodes d'immunocapture I.S.A.G.A. 

(immunosorbent agglutination assay) permettant la ddtection d'anticorps IgA dans les 

sérums et dans le liquide céphalorachidien ont Ctd élabordes. Les rdsultats obtenus par ces 

mdthodes ont confime une Cvolution paraiikle de la réponse anacorps IgA et de la rdponse 

anticorps IgM, le pic d'anticorps IgA semblant atteint plus tardivement que la rCponse 

maximum des anticorps IgM (PINON et al., 1986). Certains auteurs ont Cgalement ddcrit 

l'apparition initiale d'une reponse IgM suivie par l'induction d'une rdponse IgA 

(TURUNEN et al., 1983). 

L'intérêt de la detection des IgA spécifiques dans le diagnostic pré et postnatal de 

l'infection congenitale par T. gondii avait Cd souligne des 1982 par PINON et al., grâce à 

l'utilisation de la technique des pics E.L.I.F.A. et par LE FICHOUX et al., (1987) grâce a 

l'utilisation de la technique d'immunocapture I.S.A.G.A. Dans ce dernier cas, un 



diagnostic de toxoplasmose congénitale avait pu être porté chez trois enfants par la mise en 

évidence d'IgA spécifiques sans IgM associées. Enfin, la toxoplasmose constituant une 

des premières infections opportunistes chez les patients atteints de S.I.D.A., et la 

néosynthèse des anticorps IgM s'avérant exceptionnelle au cours des réactivations 

toxoplasmiques, différents auteurs se sont intéressés à la détection des IgA spécifiques 

chez ces patients. Cependant, les premiers résultats obtenus par des méthodes 

d'immunocapture ont été décevants et n'ont pas révélé d'anticorps IgA spécifiques 

(DEROUIN et al., 1987) ou exceptionnellement (1 cas /20; STEPICK-BIEK et al., 1990). 

Par contre, chez des patients irnmunodéprimés au cours de transplantations cardiaques, 

hépatiques ou rénales, il a été démontré que des anticorps IgA et IgE accompagnent et 

même précèdent une toxoplasmose évolutive patente (PINON et al., 1990). 

Néanmoins, l'étude des différents antigènes pouvant être reconnus par les 

anticorps IgA était peu développée. Nous avons pu montrer grâce à l'utilisation d'un 

extrait antigénique total du parasite que la cible majeure des anticorps IgA sériques de 

patients en phase aiguë était constituée par l'antigène de surface P30, bien que de 

nombreux autres antigènes soient également faiblement reconnus, notamment des 

antigènes de 35,43, et d'environ 85 et 97 kDa. Dans notre laboratoire, la reconnaissance 

précoce de l'antigène P30 avait déjà été soulignée dans le cadre de la réponse anticorps 

IgA (DECOSTER et al., 1988). Ces résultats ont confirmé les premières données de 

PARTANEN et al., en 1984 qui décrivaient la reconnaissance en immunoélectrotransfert 

de bandes de 25, 30, 32, 40 et 50 et de LE FICHOUX et al., en 1987, rapportant des 

bandes de 25 à 35 kDa chez un laborantin accidentellement infesté par la souche RH de T. 

gondii. 

La reconnaissance privilégiée de l'antigène de surface P30 a été utilisée pour la mise au 

point d'un test d'immunocapture IgA anti-P30 (DECOSTER et al., 1988) utilisant un 

anticorps monoclonal dirigé contre P30. Ce test a permis de mettre en évidence l'existence 



d'anticorps IgA anti-P30 dans les sérums de patients en phase aiguë et leur absence au 

cours de la phase chronique. La réponse IgA que nous avons pu détecter par notre 

technique radioimmunologique persiste par contre à taux faible en fin de phase subaiguë et 

au début de la phase chronique, ce qui peut s'expliquer par le fait que nous avons détecté 

la réponse anticorps IgA dirigée contre un extrait antigénique total de T. gondii, 

contrairement au test d'immunocap ture IgA anti-P30. 

L'existence d'une réponse anticorps IgA au cours de la phase aiguë de l'infection, a 

également permis d'améliorer le diagnostic de la toxoplasmose congénitale, où un 

diagnostic très précoce de l'infection s'avère indispensable. Les études utilisant le test 

d'immunocapture IgA anti-P30 ont permis une détection précoce de l'infection chez des 

enfants dont la mère a fait une séroconversion en cours de grossesse (DECOSTER et al., 

1988). Des évaluations récentes de cette méthode, ont permis de souligner l'intérêt 

fondamental de cette détection, puisque parmi les sérums de 23 enfants infectés, des 

anticorps IgA anti-P30 ont été détectés dans tous les cas contrairement aux anticorps IgM 

anti-P30 retrouvés dans seulement 13 cas sur 23. Ces anticorps IgA peuvent ainsi être 

détectés très précocément lors de prélèvements au cours des périodes anténatale, 

néonatale, et postnatale (DECOSTER et al., 1991, 1992). Il est aujourd'hui clairement 

admis que ces anticorps possèdent un intérêt indéniable dans l'élaboration du diagnostic de 

la toxoplasmose congénitale (PUJOL et al., 1989; STEPICK-BIEK et al., 1990). 

Récemment, d'autres auteurs ont de plus démontré en utilisant différents tests 

d'immunocapture, qu'une réponse anticorps IgA spécifique dirigée soit contre P30 

(DARCY et a1.,1991) mais aussi contre d'autres antigènes de T. gondii ( PINON et 

a1.,1991) pouvait être détectée dans les cas de réactivations de toxoplasmose chez les 

patients atteints de S.I.D.A. contrairement aux premiers résultats obtenus dans ce 

domaine. 



Finalement, HUSKINSON et al., (1990) ont confirmé, en accord avec nos résultats, que 

les antigènes majoritairement reconnus par les anticorps IgA de sérums de patients en 

phase aiguë possèdent des poids moléculaires de 30, 35, et 5 kDa bien que d'autres 

antigènes de poids moléculaires 97,83 et 45 kDa soient également reconnus. D'autre part, 

ces auteurs ont montré que seuls les antigènes de 30 et de 35 kDa sont reconnus par les 

anticorps IgA des enfants congénitalement infectés et ont confirmé, comme nous avons pu 

l'observer, que l'utilisation d'extraits antigéniques totaux en conditions réductrices 

entraîne une détection plus délicate de ces antigènes par les anticorps IgA des sérums 

humains. 

Nous avons complété notre analyse par une étude originale plus précise vis-à-vis 

des antigènes ES, puisque comme nous l'avons déjà souligné, l'hôte infecté est exposé 

non seulement aux antigènes membranaires et solubles du parasite, mais également aux 

antigènes sécrétés par celui-ci au cours de l'infection. La préparation antigénique utilisée 

comportait notamment les principaux antigènes des granules denses du tachyzoïte et 

probablement quelques antigénes de rhoptries. Nous avons ainsi pu montrer la 

reconnaissance intense de deux antigènes particuliers, l'antigène de 28.5, et l'antigène de 

40 kDa dans des sérums de patients en phase subaiguë. L'antigène GP28,5 constitue un 

antigène majeur sécrété par le parasite, reconnu par les anticorps IgG de sérums humains 

chroniques et par les anticorps de rats et de souris infectés ou immunisés par les antigènes 

excrétés-sécrétés (DARCY et al., 1988; DECOSTER et al., 1988). Cet antigène est 

localisé au niveau de la vacuole parasitophore et dans les granules denses des tachyzoïtes 

et des bradyzoïtes (CHARIF et al., 1990). Les travaux réalisés par DARCY et al., dans le 

laboratoire ont montré que cet antigène pouvait induire un niveau de protection significatif 

chez la souris léthalement infectée (communication personnelle). L'autre antigène constitué 

par une molécule de 40 kDa pourrait, bien que nous ne possédions pas de sondes 

anticorps monoclonales pour le confirmer, correspondre à l'antigène de 40 kDa récemment 

décrit par ACHBAROU et al., en 199 1. Cet antigène est localisé dans les granules denses 



et est libéré dans la vacuole parasitophore après l'invasion. L'analyse de sérums prélevés 

en phase aiguë nous a permis par contre de mettre en évidence une reconnaissance de 

l'antigène GP28,5 plus faible, mais également la reconnaissance de deux antigènes 

supplémentaires de 30 kDa et environ 50-55 kDa. L'antigène de 30 kDa pourrait 

correspondre à l'antigène de granules denses récemment décrit par LERICHE et 

DUBREMETZ, en 1991, et l'antigène de 50-55 kDa à un antigène de rhoptrie. 

Néanmoins, des études complémentaires sur un plus grand nombre de sérums humains 

prélevés en phase aiguë seraient nécessaires pour approfondir ces premiers résultats et 

permettraient de pouvoir apprécier l'importance respective des antigènes reconnus au 

cours des différentes phases de l'infection. 

Ainsi, tous ces résultats établissent clairement que la contamination par T. gondii soit au 

cours de l'infection naturelle (toxoplasmose acquise et congénitale humaine) soit lors 

d'infections expérimentales induit une forte réponse anticorps IgA dirigée non seulement 

contre des antigènes de surface mais également contre des antigènes de sécrétion et de 

rhoptries. Ceci suggère que des anticorps d'isotype IgA sont dirigés contre des molécules 

imrnunogènes présentes en quantités importantes dans l'organisme lors des premières 

phases d'invasion du parasite. Ces anticorps peuvent ainsi constituer un excellent 

marqueur d'infection aiguë. A cet égard, l'induction d'anticorps IgA vis-à-vis de 

l'antigène P30 notamment, est de courte durée et révèle donc une toxoplasmose récente ce 

qui permet une évaluation précise de l'état immunitaire de la femme enceinte et le dépistage 

précoce de l'infection congénitale. La recherche de ces anticorps pourrait s'intégrer dans la 

mise en place d'une surveillance systématique chez les patients immunodéprimés etfou 

développant un S .I.D.A. puisque ces anticorps peuvent parfois être détectés avant 

l'apparition de complications toxoplasmiques graves. 



JI. ETUDE DE LA REPONSE ANTICORPS D'ISOTYPE IPA DANS LES 

S EXPERIMENTAUX DU RAT ET DE JiA SOURIS* INTERET 

POTENTIEL DES ANTICORPS IgE, 

Une étude cinétique précise de la réponse anticorps ne peut cependant être réalisée 

qu'à l'aide de modèles expérimentaux pour lesquels on peut connaître la date exacte de 

l'infection et grâce auxquels on peut essayer d'appréhender la fonction des différents types 

d'anticorps au cours de la toxoplasmose. Néanmoins, aucun modèle n'est idéal et chacun 

possède ses caractéristiques propres. Deux modèles particuliers couramment utilisés dans 

notre laboratoire, celui du rat et de la souris possèdent un comportement vis-à-vis de 

l'infection par T. gondii ainsi qu'un métabolisme des anticorps IgA, différents. 

Le comportement naturellement résistant du rat vis-à-vis de l'infection par T. 

gondii, le rapproche de celui observé lors de l'infection humaine chez les individus 

irnmunocompétents, et constitue de ce fait un modèle intéressant pour ce type d'infection. 

De plus, dans notre laboratoire, le modèle du rat génétiquement athymique (NulNu), rat 

sensible à l'infection par seulement 1000 tachyzoïtes de la souche RH a été mis au point et 

a déjà prouvé tout son intérêt dans des études de protection réalisées par RIDEL et al., en 

1988. Le rat possède ainsi l'avantage de permettre une approche des mécanismes 

impliqués dans l'immunité au cours de la toxoplasmose. Cependant, le métabolisme des 

IgA chez cet animal est radicalement différent de celui observé chez l'homme ce qui est 

essentiellement lié à la présence d'un transport hépatobiliaire important des IgA sériques 

(FISCHER et al., 1979). Ce comportement est la conséquence de la présence sur les 

hépatocytes de ces animaux du poly-Ig récepteur, (récepteur des anticorps IgA 

polymériques), contrairement aux hépatocytes humains qui ne le possèdent pas (BROWN 

et KLOPPEL, 1989). Ceci rend la détection des IgA sériques un peu plus délicate dans ce 

modèle et l'obtention de grandes quantités d'IgA sécrétoires pour des études 

fonctionnnelles, fastidieuse. 



La souris, est quant à elle, sensible à l'infection par le parasite et possède l'avantage d'être 

facilement utilisable dans des expériences de protection. Chez cet animai, le transport 

hépatobiliaire existe égaiement mais est moins important que chez le rat, ce qui lui co&re, 

à cet égard, un comportement intermédiaire entre celui observé chez le rat et celui observé 

chez l'homme (DELACROIX et al., 1985). 

Au début de notre étude, l'état des travaux sur la réponse anticorps IgA 

concernait uniquement la toxoplasmose expérimentale de la souris et étaient relativement 

peu développés. Seules, deux études faisaient état de l'induction d'une réponse IgA 

sérique dans ce modèle (TAILLIEZ et al., 1974 ; GRENEY et al., en 1985). Nos travaux, 

dans les deux modèles rat et souris, ont pennis d'établir avec précision la cinétique 

d'apparition de ces anticorps IgA sériques au cours de l'infection par voie orale et 

intrapéritonéale. Ces résultats ont démontré l'importance de l'induction d'une réponse 

anticorps IgA lors d'une infection par voie oraie comparée à une infection par voie 

intrapéritonéale et l'apparition précoce de ces anticorps (dès 57) confumant les premiers 

travaux de TAILLIEZ chez la souris. Cependant GRENEY et al., avaient observé une 

réponse anticorps légerement plus importante par voie intrapéritonéale comparée à la 

réponse anticorps obtenue lors d'une infection par voie orale. Les différences observées 

peuvent être attribuées soit à l'utilisation d'un nombre plus important de kystes provenant 

de souches différentes, soit à l'emploi de souris de souches différentes. L'étude de la 

cindtique comparée des différents isotypes d'anticorps au cours de l'infection par voie 

orale chez le rat a permis d'établir la quasi-simultanéité de ces deux réponses anticorps 

(moins d'un jour d'intervalle) ce qui justifie pleinement l'utilisation de l'isotype IgA dans 

l'évaluation d'une toxoplasmose aiguë chez l'homme. 

La recherche des diffdrents antigènes reconnus dans un extrait total de tachyzoïtes 

par les anticorps IgA de sérums de rats et de souris infectés ou immunisés par les 

antigènes d'excrétion-sécrétion nous a pemiis de mettre en évidence une nponse anticorps 



IgA dirigée contre de nombreux antigènes. Ces antigènes cibles sont principalement 

constitués par les antigènes de 28,5, 29, 30, 35 et 38 kDa chez le rat et d'un antigène 

majeur de 29 kDa chez la souris 75 jours après l'infection. Nous n'avons pas détecté de 

réponse majeure contre l'antigène P30 chez ces souris à cette date, mais d'autres études 

complémentaires utilisant un test d'immunocapture anti-P30 ont démontré la présence 

d'une réponse intense dirigée contre cet antigène moins d'un mois après l'infection. La 

détection chez le rat d'une réponse anticorps IgA intense dirigée contre P30 n'est pas 

surprenante et conforte l'intérêt potentiel de cet antigène. Cette étude a permis de confmer 

l'intérêt d'autres antigènes, notamment l'antigène P35 également reconnu par les anticorps 

IgA de sérums humains et dont l'intérêt a déjà été souligné chez l'homme (POTASMAN et 

al., 1986). La reconnaissance d'un antigène particulier de 29 kDa par les sérums de rat et 

de souris infectés mérite néanmoins une étude plus approfondie, cet antigène original ne 

correspondant à aucun antigène décrit. 

Nous avons également pu démontrer l'induction d'une réponse anticorps IgA 

importante après immunisation par les antigènes excrétés-sécrétés par les tachyzoïtes. La 

réponse anticorps de rats infectés ou immunisés a souligné la reconnaissance, parmi ces 

antigènes, d'un antigène particulier de 34 kDa. Il serait intéressant de pouvoir confirmer 

ou non l'identité de cet antigène avec l'antigène de 32 kDa sécrété par T. gondii dans la 

vacuole parasitophore et décrit par SIBLEY et al., en 1988 ou avec l'antigène ES de 34 

kDa décrit par DARCY et al., en 1988. 

Enfin, la présence d'anticorps d'isotype IgE ayant été détectée dans les sérums 

aigüs d'infection humaine (BESSIERES-CATHALA, 1982; PINON et al., 1982,1987) 

ceci nous a conduit à rechercher les anticorps de cet isotype parallèlement aux anticorps 

IgA chez le rat infecté par voie orale. En effet, d'autres études menées en parallèle dans 

notre laboratoire ont permis de confirmer non seulement, la présence d'une réponse 

anticorps IgE sérique chez des rats infectés par voie intrapéritonéale par des tachyzoïtes de 



la souche RH ou immunisés par les antigènes ES, mais aussi le rôle important joué par ces 

anticorps IgE au cours de la protection du rat athymique (RIDEL et al., 1988). Cette étude 

complémentaire nous a permis de confirmer l'induction d'une réponse anticorps IgE au 

cours de la toxoplasmose du rat, cette réponse suivant une évolution parallèle à la réponse 

anticorps IgA dans ce modèle. La cible majeure de ces anticorps s'est avérée être 

l'antigène de surface P30, confirmant ainsi la large réponse polyisotypique suscitée par cet 

antigène. Des travaux réalisés chez la souris, n'ont cependant pas permis de mettre en 

évidence de réponse anticorps IgE spécifique chez cet animal, conformément aux derniers 

résultats de WATANABE et KOBAYASHI, en 1989. 

Récemment PINON et al., (1990) ont développé un test d'immunocapture I.S.A.G.A. 

pour la détection des IgE humaines et ont montré que ces anticorps sont détectés chez 86% 

des patients présentant une toxoplasmose aiguë, mais qu'ils ne persistent pas plus de 4 

mois après l'infection. Ils peuvent ainsi, en association avec la détection des anticorps 

IgA, constituer également un marqueur complémentaire pour le diagnostic de la 

toxoplasmose acquise et congénitale. 

Cependant, nos travaux ont concerné majoritairement la réponse anticorps IgA 

sérique au cours de l'infection par T. gondii. Néanmoins, l'induction d'IgA intestinales au 

cours de certaines maladies parasitaires a déjà été démontré pour de nombreux parasites 

protozoaires, notamment, Entamoeba hystolytica (ACOSTA et al., 1983), Giardia lamblia 

(KAPLAN et al., 1985), et plus particulièrement certaines coccidies intestinales telles que 

Eimeria falciformis (DOUGLASS et SPEER, 1985) et Eimeria tenella (DAVIS et 

PORTER, 1978, 1983). Ces derniers auteurs ont d'ailleurs démontré que les anticorps 

IgA pouvaient jouer un rôle en inhibant la pénétration et le développement des parasites 

dans la cellule. Dans la toxoplasmose, dès 1986, McLEOD et MACK, ont démontré après 

récupération des lavages intestinaux, la présence d'IgA intestinales chez des souris Swiss 

infectées par de fortes doses de kystes de la souche ME49. 



Nous nous sommes, pour notre part, davantage intéressés au modèle rat dont nous avions 

entrepris l'étude précise des réponses anticorps au cours de l'infection orale par T. gondii. 

Cependant, nous n'avons pas pu aborder aisément ce type d'étude chez le rat, étant donné 

le métabolisme particulier des IgA qui le caractérise, et la difficulté de trouver à cette 

époque des réactifs de qualité satisfaisante sur le marché. Le transport hépatobiliaire des 

IgA (ORLANS et al., 1978; LEMAITRE COELHO et al., 1978; FISCHER et al., 1979), 

dont seule une petite quantité se retrouve ensuite par la suite au niveau des sécrktions 

intestinales, a rendu la détection de ces anticorps particulièrement délicate dans ce modèle 

et ne nous a pas permis de mettre en évidence cette réponse anticorps, même après 

concentration des liquides de lavages intestinaux. D'autre part, le rat ne possédant pas de 

vésicule biliaire, l'écoulement de la bile est continue et sa récupération aurait nécessité le 

maintien des rats en cages de contension, après ligature du canal cholédoque de ces 

animaux, pendant toute la durée de l'infection. Ceci nous a semblé trop fastidieux, 

d'autant que la purification des IgA biliaires s'avérait alors des plus complexes 

(ALTAMIRANO et al., 1980). 

Parallèllement à ces travaux, d'autres auteurs se sont intéressés à l'étude de la réponse IgA 

sécrétoire chez la souris. Ainsi, CHARDES et al., en 1990, ont étudié la réponse anticorps 

IgA dans les sécrétions intestinales et le lait en comparaison avec la réponse anticorps IgA 

sérique, chez des souris OF1 infectées par 40 kystes de la souche 76K. Ceux-ci ont 

démontré la présence d'une réponse IgA à partir de deux semaines dans le sérum et le lait, 

et de trois semaines dans les sécrétions intestinales. Ces anticorps semblent dirigés contre 

les mêmes antigènes quelle que soit l'origine du liquide biologique étudié. A une infection 

aiguë, est associée la reconnaissance d'antigènes de 30 kDa (lait, sécrétions intestinales et 

sérum), de 43 kDa (lait et sérum), et de composants de rhoptries (sécrétions intestinales). 

Ces travaux confirment l'importance de ces antigènes identiques à ceux reconnus lors de 

l'infection humaine. 



Cependant, les anticorps IgA sont particuli&rement difficiles à purifier et à obtenir 

en grandes quantites. En effet, différents essais utilisant la jacaline, lectine permettant la 

purification facile des IgA humaines, notamment les IgAl (GREGORY et al., 1987), n'est 

pas applicable aux IgA de rat et de souris. D'autres methodes utilisant la chromatographie 

d'affinite, n'ont également pas permis d'obtenir des quantites d'anticorps IgA suffisantes 

pour être compatibles avec leur exploration fonctionnelle. Une approche des fonctions 

biologiques de ces anticorps au cours de la toxoplasmose s'averait donc des plus délicate. 

Nous avons, dans ce contexte, envisage la production d'anticorps monoclonaux d'isotype 

IgA specifiques du parasite, afin d'aborder cette question. 

III. PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX IeA SPECIFIOUES 

DE T. GONDII 

Les résultats obtenus dans notre modele sont originaux puisqu'à notre 

connaissance, la production d'anticorps monoclonaux IgA n'a jusqu'ici pas encore et6 

decrite dans la toxoplasmose. De plus, la production d'autres anticorps monoclonaux 

obtenus dans des modèles bacteriens n'avait pas fait l'objet de recherches particulières 

permettant d'augmenter les pourcentages de clones hybrides sécretant specifiquement des 

anticorps d'isotype IgA. 

Nous avons démontre dans notre etude que le choix des protocoles d'infection ou 

d'immunisation associes h un type d'adjuvant ou d'immunostimulant donné, ainsi que le 

type d'organes preleves pour la fusion cellulaire etait fondamental. En effet, l'utilisation de 

cellules de la rate n'a conduit à aucun clone positif ni dans notre étude ni dans une etude 

similaire realisee par Delphine GREZEL dans le laboratoire, et concernant un autre 

parasite, Schistosorna mansoni. 



L'emploi de deux types d'adjuvants, la toxine cholerique et le MDP (muramyldipeptide) 

ont permis d'augmenter de façon importante le nombre de clones producteurs d'IgA 

totales et specifiques. 

il est en effet bien connu que la toxine cholerique est un excellent immunogène lorsqu'elle 

est administree par voie orale (LYCKE et HOLMGREN, 1986); elle stimule de façon très 

efficace la rdponse IgA locale, engendrant une reponse memoire au niveau de la lamina 

propria. De plus, elle stimule egalement la production d'une reponse IgG systdmique 

(LYCKE et al., 1987; ELSON, 1989; LYCKE et al., 1989). 

Recemment, differents auteurs ont d'ailleurs confirme que l'emploi de cet adjuvant pouvait 

induire une réponse IgA secretoire, spdcifique de T. gondii, plus intense que celle 

observee lors de l'infection naturelle (BOURGUIN et al., 1991). Le mecanisme de 

stimulation du système muqueux par cette toxine est encore mal connu mais il a et6 

demontré que l'effet de la toxine cholerique in vitro conduit à l'augmentation de la 

synthèse des IgA et des IgG par les cellules B activees (LYCKE et STROBER, 1989). 

Nous avons egalement utilisé comme immunostimulant, le muramyldipeptide ou MDP 

(Nacetyl muramyl-L-alanyl-D-Isoglutamine) qui fait partie des adjuvants synthetiques et 

represente la plus petite partie soluble de la paroi des mycobactkries ayant une activité 

adjuvante. Des antigenes excretes-secretds ont kt6 injectes par voie sous-cutanee, puis 

l'administration de MDP a etc rdaiisée par voie orale. Dans ces conditions, le MDP exerce 

un effet immunostimulant sur la rdponse IgA (CHEDID et al., 1976). Cette substance etait 

par ailleurs connue pour induire une elkvation des IgA driques dans le cas d'antigenes 

inhales (BUïTER et al., 1983). Le mecanisme d'action exact du MDP reste encore à 

définir, bien qu'une action directe au niveau des macrophages soit etablie. D'autres 

mecanismes impliqueraient egalement une action sur les lymphocytes T et B, peut-être par 

une action indirecte rnediee par diverses lymphokines (BAHR et CHEDID, 1986). Nos 

premiers resultats ont confirmé la possibilité d'augmenter le nombre de clones IgA 

specifiques lors de l'utilisation de cette substance. Ainsi, la capacité du MDP à augmenter 



la réponse immune quand il est administré par voie orale, l'efficacitd de la voie orale dans 

la stimulation d'une réponse IgA sécrétoire, suggere que le MDP, administre? oralement 

peut être efficace en tant qu'adjuvant du systeme immun muqueux. 

Des études préliminaires nous ont permis de constater par cytofluorométrie de 

flux que certains anticorps monoclonaux IgA se futaient effectivement sur le parasite, mais 

nous n'avions pas d'explication quant la fixation sur le parasite du témoin d'IgA 

myélomateuse irrelevant K MOPC 315 que nous avions utilisé. Les difficultés que nous 

avons rencontrées alors quant au choix d'un témoin IgA irrelevante pourraient cependant 

s'expliquer par la présence sur le parasite d'un récepteur Fca pour les IgA. En effet, 

l'existence d'un récepteur Fc pour les IgG sur 7'. gondii a déjA été démontrée (BUDZKO 

et al., 1989). D'autre part la présence d'un récepteur Fca a été observée sur de 

nombreuses bactéries, notamment certaines souches de Streptocoques de groupe B 

(RUSSEL-JONES et al., 1986). Une autre hypothese serait la fixation des IgA sur le 

parasite par l'intermddiaire de certains de leurs résidus oligosaccharidiques. Il a dté 

récemment démontré que certaines lectines bactériennes pouvaient interagir avec des IgA 

(WOLD et al., 1990). Ces premiers résultats seraient donc à réévaluer. 

Nous avons ainsi obtenu des anticorps monoclonaux IgA spécifiques de T. 

gondii dont la spdcificitd antigénique précise a pu être de?terminée pour l'un d'entre eux. 

Ainsi, une moldcule de 60 kDa reconnue par l'anticorps monoclonal TG25 AB1 1 et 

présente dans l'extrait membranaire de tachyzoïtes a pu être identifide par immunotransfert 

et immunoempreinte en conditions non réductrices. L'identité avec l'antigene P30 a 

ensuite été confirmde dans un test d'immunocapture dirige? contre cet antigene. Ceci est 

compatible avec certaines de nos observations antérieures ainsi que celles d'autres équipes 

indiquant que l'antigene P30 peut se dimériser et que cette forme peut être reconnue par 

certains anticorps monoclonaux IgG spécifiques diriges contre P30 (J. SMITH, 

communication personnelle). Cet anticorps monoclonal reconnaîtrait donc un épitope de la 



molécule P30 lorsque celle-ci se trouve sous forme dimérique, puisque la réalisation de 

l'immunotransfert en conditions non réductrices n'a pas révélé de bande à 30 kDa. Il est 

intéressant de noter que la sonde anticorps monoclonale IgG TG05-54 que nous 

possédions révèle par contre une bande à 30 kDa, mais ne détecte rien à 60 kDa, ce qui 

suggère que les épitopes reconnus par ces deux anticorps monoclonaux sont différents. De 

plus, les expériences d'inhibition avec différents peptides de l'antigène P30 n'ont pas 

permis de préciser l'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal IgA ce qui pourrait 

effectivement s'expliquer si l'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal est un épitope 

conformationnel. Néanmoins, il est également possible que l'épitope reconnu ne fasse pas 

partie des différents peptides que nous possédions ou que l'affinité pour les peptides soit 

beaucoup plus faible que celle observée vis-à-vis de l'antigène lui même. 

Afin de pouvoir aborder le rôle de ces anticorps au cours de l'infection, une 

étude à l'aide de modèles in vitro et in vivo a été entreprise pour deux anticorps 

monoclonaux IgA spécifiques de T. gondii, TG25 AB 11 et TG30 GD5. 

Nos expériences réalisées in vitro en collaboration avec J.E SMITH, n'ont pas permis 

de mettre en évidence d'action lytique directe de ces anticorps vis-à-vis du parasite, en 

présence de complément. En général, les anticorps IgA sont décrits comme de faibles 

activateurs du complément, bien que ceci soit assez controversé, il est donc possible que 

les conditions utilisées dans ce test ne soient pas optimales et qu'une activité lytique puisse 

être observée dans d'autres conditions. 

En effet, dans un modèle bactérien, des IgA monoclonales humaines spécifiques se sont 

avérées capables de provoquer la lyse directe, en absence de complément, de 95% de 

pneumocoques de type 8 in vitro (STEINITZ, 1986). Certains auteurs, ont également 

décrit l'existence d'anticorps IgAl humains purifiés capables d'induire la lyse de Neisseria 

meningitidis par la voie classique du complément (JARVIS et GRIFFIS, 1989). 

Toutefois, il est plus généralement admis que les anticorps IgA n'interviennent pas seuls, 



mais en association avec diffdrentes composantes de l'immunite. 

Afin d'evaluer in vivo le rôle que pourraient jouer nos deux anticorps monoclonaux IgA 

TG25 AB 11 et TG30 GD5 au cours d'une infestation par le parasite, nous avons utilisé 

les modèles expdrimentaux disponibles dans notre laboratoire. Le transfert passif des 

anticorps monoclonaux IgA specifiques et non specifiques du parasite chez le rat Nude et 

la souris OF1, nous ont conduit à observer une augmentation de la susceptibilite des 

differents animaux à l'infection par T. gondii. L'induction d'IgA monoclonales sécretoires 

en continu au niveau des muqueuses, par la technique du "back-pack", a également 

souligné le même effet, d'autant plus marque que l'on avait une production d'IgA 

sécrétoires monoclonales plus importante. 

Ceci pourrait tout d'abord suggdrer que les epitopes reconnus par nos deux anticorps 

monoclonaux ne constituent pas des dpitopes protecteurs vis-A-vis de l'infection, ce qui 

n'explique toutefois pas le phenomène d'exacerbation observe. Ainsi, l'augmentation de la 

susceptibilite des animaux à l'infection après administration d'anticorps IgA specifiques 

ou non du parasite, nous a amené à envisager plusieurs hypothèses pour expliquer ce 

phknomène. 

L'hypothèse la plus probable pourrait être une inhibition des mécanismes de lyse 

complement-dependante par les anticorps IgG spécifiques du parasite, suite à la fixation 

des anticorps IgA (specifiquement ou non) sur le parasite. Il a en effet et6 clairement 

demontre in vitro dans un modèle bacterien d'infection par méningocoque que des 

anticorps IgAl purifiés provenant de sujets vaccines pouvaient agir comme anticorps 

bloquants lorsqu'ils sont fixes spécifiquement à la capsule polysaccharidique du 

meningocoque de groupe C. La fixation dlIgA spécifiques aurait pour effet de bloquer la 

lyse complément-dependante des IgG de spt?cificitt? distincte de celle des IgA, et affecterait 

les deux voies d'activation du complement. D'autre part, les fragments Fab et F(ab'2) de 

ces mêmes IgA peuvent également inhiber la lyse IgG-dependante, suggérant l'effet 

Fc-independant d'un tel phénomene (JARVIS et GRIFFIS, 1991). La fixation d'IgA non 



spécifiques du parasite par l'intermédiaire de mécanismes de type lectine pourrait conduire 

au même résultat. Une seconde hypothèse pourrait également impliquer la libération par le 

parasite de protéases clivant les IgA en Fab et Fc, de telles enzymes ayant été mises en 

évidence chez les bactéries (Revue par MESTECKY et McGHEE, 1987). Ceci aurait 

d'ailleurs pour effet d'inhiber toutes les fonctions biologiques faisant intervenir la partie 

Fc, et pourrait protéger le parasite contre la fixation d'autres anticorps intacts, lui 

permettant ainsi d'échapper aux mécanismes de défense de l'hôte. Néanmoins, aucun 

élément ne permet à ce jour de conforter une telle hypothèse pour T. gondii, mais de telles 

molécules capables de cliver les IgG fixées en surface du parasite ont été mises en 

évidence dans d'autres modèles parasitaires (AURIAULT et al., 1986). Quelle que soit 

l'hypothèse exacte, ceci est d'ailleurs en accord avec nos résultats préliminaires, 

concernant l'injection simultanée des deux anticorps IgG TG05-54 et IgA TG25 AB 11 

chez la souris, infectée par la suite par 1200 kystes de la souche 76K. Dans cette 

expérience, l'injection d'anticorps monoclonal IgA seul a provoqué la mort de 618 souris, 

le transfert de l'anticorps monoclonal IgG anti-P30 ayant protégé 718 souris et le transfert 

simultané de ces deux anticorps ayant conduit à une diminution de la protection (318) par 

rapport à celle observée lors du transfert de l'anticorps IgG seul. Le transfert simultané 

d'anticorps IgA irrelevants et d'anticorps IgG anti-P30 a également conduit à une 

diminution de la protection (318). 

Il serait intéressant de vérifier par la technique du Dye-test, si une préincubation des 

tachyzoïtes par cet anticorps monoclonal IgA anti-P30 TG25 AB 11 inhibe ou non la lyse 

complément dépendante de I'IgG induite par TG05-54 anti-P30. 

D'autres auteurs ont souligné récemment que les anticorps IgA purifiés de colostrum et de 

sérum pouvaient également avoir un rôle bloquant de la lyse de Staphylococcus 

epidermidis, in vitro, ceci semblant s'effectuer par le blocage du récepteur pour le C3b et 

le Fc des IgG sur les granulocytes, ce qui entraînerait une diminution de l'activité 

phagocytaire de ces cellules. En effet, les récepteurs pour le Fc des IgG et le C3b seraient 



localisés à proximité du récepteur pour l'IgA, ce qui impliquerait que la fixation de 1'IgA 

perturberait la fixation de ces molécules. Il faut néanmoins noter que ces effets inhibiteurs 

ont été observés avec des cellules provenant de compartiments systémiques (SAIT0 et al., 

1991). 

Cependant, la fonction des IgA spécifiques reste encore obscure, puisqu'en fonction du 

type d'épitope reconnu par les anticorps et du type d'agent infectieux (impliquant des 

mécanismes de défense différents), il semble que ces anticorps puissent posséder, soit un 

effet néfaste, soit au contraire un effet protecteur pour l'individu. 

En effet, dans d'autres modèles, l'effet protecteur de ces anticorps a été démontré. 

L'implication possible dans ces mécanismes de protection, de récepteurs Fca présents sur 

de nombreuses cellules de différentes espèces (Revue par MESTECKY et McGHEE, 

1987), a été soulignée de nouveau dans un modèle bactérien. En effet, le transfert d'un 

anticorps monoclonal IgA dirigé contre l'antigène de type III du streptocoque de groupe B 

s'est avéré capable de protéger des rats nouveaux-nés et des souris adultes contre une 

infection léthale par cette bactérie (EGAN et al., 1983). Les mécanismes par lesquels cette 

protection s'exercerait suggèrent une action opsonisante des anticorps IgA, cette activité 

étant augmentée par la fixation du complément. Ainsi, la capacité de ces anticorps à 

augmenter la phagocytose in vitro peut contribuer à leur effet protecteur in vivo. 

Néanmoins, ces auteurs soulignent la possibilité d'observer des mécanismes différents 

lors de l'étude d'anticorps monoclonaux IgA de spécificité antigénique différente 

(BOHNSACK et al., 1989). 

Confortant ces résultats, une activité de cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps IgA 

a été mise en évidence à l'aide d'IgA sécrétoires polyclonales dans le modèle parasitaire de 

la giardiase murine (KAPLAN et al., 1985), démontrant que certains anticorps IgA sont 

capables d'exercer un effet protecteur dans certaines protozooses. 

Cependant aucun mécanisme précis n'a encore été à ce jour souligné à l'aide d'anticorps 

monoclonaux IgA spécifiques de parasites protozoaires. 



L'effet protecteur partiel d'anticorps IgA monoclonaux est mieux documenté dans les 

helminthiases bien que seules deux études soient à notre connaissance, publiées. Celles-ci 

concernent les infections par Trichuris muris et Schistosoma mansoni. Dans le premier 

cas, 5 anticorps monoclonaux IgA ont été produits par hybridation de cellules 

ganglionnaires de souris (ROACH et al., 1991). Néanmoins, ces auteurs n'ont pas pu 

établir si la protection, s'illustrant par une diminution de la charge parasitaire était due à 

l'épitope reconnu par ce monoclonal ou plutôt à l'isotype (ROACH et al., 1991). 

D'autre part, une étude réalisée dans la schistosomiase, par Delphine GREZEL dans le 

laboratoire, a conduit à la production d'anticorps monoclonaux IgA au cours de la 

schistosomiase murine. Les anticorps IgA obtenus sont dirigés contre l'antigène protecteur 

Sm28GST recombinant, et possèdent une activité biologique par transfert passif. En 

effet, ils permettent de réduire non seulement la charge parasitaire, mais aussi la fertilité 

des parasites.Ces observations sont confortées chez l'homme où la production d'anticorps 

IgA chez des individus infestés s'avère corrélée à la résistance à la réinfestation 

(AURIAULT et al., 1989; GRZYCH et al., 1992; GREZEL et al., en préparation). 

Ainsi, nous ne pouvons pas exclure un comportement totalement différent d'IgA 

sécrétoires polyclonales par rapport à celui de nos anticorps monoclonaux. Après l'analyse 

de toutes ces données, nous ne pouvons donc pas conclure si l'effet que nous avons 

observé est dû soit à l'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal soit à l'isotype lui 

même, soit à la combinaison des deux. Il est tout à fait possible comme le laissent 

supposer certains auteurs (BOHNSACK et a l  ., 1989) qu'une hétérogénéité de 

comportement soit observée entre différents anticorps monoclonaux dirigés contre un 

même antigène, mais reconnaissant des épitopes différents et à fortiori avec des anticorps 

monoclonaux dirigés contre des antigènes différents. Cette possibilité ne peut pas à ce jour 

être évaluée. 

Au vu de l'ensemble de ces résultats qui ont concerné tout d'abord l'emploi d'extraits 

antigéniques complexes, et après avoir évalué différents protocoles permettant une 



optimisation de l'obtention d'anticorps monoclonaux IgA, il semble interessant de 

poursuivre l'analyse de la fonction de ces anticorps dans la toxoplasmose. Tout d'abord, 

il serait interessant dans notre contexte de produire un anticorps monoclonal IgA dirige 

contre le même epitope de P30 que celui reconnu par le monoclonal IgG TG05-54 afin de 

pouvoir comparer les effets obtenus et de mieux evaluer la relevance des mecanismes lies 

d'une part à la partie Fab de ces anticorps et d'autre part, à la partie Fc. D'autre part, 

differentes molecules recombinantes de T. gondii notamment les antigènes GP28,5, (dont 

le rôle protecteur au cours de la toxoplasmose a dejà et6 suggere par les premiers travaux 

de DARCY et al. ) et P21, actuellement en cours de production dans notre laboratoire, 

pourraient être utilisees afin de pouvoir etudier l'impact sur l'immunite de ces differents 

antigènes via la reponse isotypique IgA. 

IV. IMPLICATIONS AU COURS DE L'IMMUNITE DE CERTAINS 

EPITOPES PARTICULIERS DE L'ANTIGENE P30 

Nos diffdrents travaux ont permis de confirmer que l'antigène majeur de surface 

reconnu par les anticorps IgA tant au cours de la toxoplasmose humaine qu'expérimentale, 

est l'antigène P30. Afin d'induire des reponses appropriees au niveau muqueux, suite à 

l'infection par le parasite, l'induction de cellules T "helper" CD4+ et T cytotoxiques CD8+ 

spécifiques de l'antigene P30 doivent être etudiees vis-à-vis d'une infection par voie orale. 

En effet, l'etude de la reponse T est de premiere importance puisque la reponse IgA est 

thymodependante (DUNKLEY et al., 1990). L'antigène P30 etait donc un excellent 

candidat potentiel pour aborder cette etude. 

La molecule P30 a conduit par le passe à des effets de protection non concluants 

chez des souris BALBIc, lors d'immunisation rdpétees en presence d'adjuvant de Freund, 

provoquant même une exacerbation de la susceptibilite à l'infection (KASPER et al., 

1985). Dans notre laboratoire nous avons, par contre, obtenu des resultats encourageants. 



En effet, nous avons préalablement montre que le transfert passif d'un anticorps 

monoclonal dirige contre P30 est capable de conferer au rat Nude une protection notable 

contre une infection lethale de parasites (SANTORO et al., 1987). Des rdsultats plus 

recents obtenus chez la souris après l'infection par 1200 kystes de la souche 76K ont 

montré que le transfert passif de ce même anticorps monoclonal conduit à une protection 

superieure à 50%, plus de 30 jours après l'infection. 

Deux approches nous ont permis d'etudier plus précisément l'implication de 

certains epitopes particuliers de la molecule dans l'immunite au cours de la toxoplasmose. 

La purification de P30 par chromatographie liquide de haute performance (HPLC) a 

permis d'obtenir la sequence de la partie N-terminale de cet antigène. La synthèse d'un 

peptide correspondant à cette partie a donc et6 rcalisée par l'equipe du Pr. TARTAR à 

l'Institut Pasteur de Lille. Des etudes complementaires réalisées dans notre laboratoire ont 

par ailleurs demontrd que ce peptide pouvait être reconnu par les anticorps IgA de serums 

humains (A.DECOSTER, communication personnelle). Nous avons donc entrepris 

d'explorer 11immunog6nicite de ce peptide dans les modi?les expdrimentaux du rat et de la 

souris. Generalement, les peptides s'avèrent être peu immunogènes par eux-mêmes et 

d'eviter l'emploi de molecules porteuses "carrier", une construction octamerique de ce 

même peptide a alors et6 rdalisee. L'interêt d'une telle construction avait dejà eté souligne 

dans l'etude d'un autre modèle parasitaire, la Schistosomiase, avec le peptide 115-131 de 

l'antigène Sm28GST de Schistosoma mansoni (WOLOWCZUK et al., 199 1). Nos 

rksultats ont permis de demontrer l'induction d'une forte rkponse anticorps chez les rats et 

les souris immunises par les differentes formes du peptide 48-67 de l'antigène P30. En 

effet, l'immunisation par la construction octamerique de ce peptide a induit dans ces deux 

modèles expérimentaux une forte reponse IgG dirigée à la fois contre le peptide lineaire et 

la construction octamerique de ce même peptide. Ces anticorps réagissent fortement en 

immunotransfert vis-&-vis de l'antigène P30, mais ne reconnaissent neanmoins pas 

l'antigène natif du tachyzoïte en immunofluorescence ce qui suggererait que ces anticorps 



reconnaissent soit une forme linkaire et non conformationnelle de cet epitope, soit que ce 

même épitope ne serait pas exposé & la surface du parasite. 

Le rôle protecteur des deux formes lineaire et octarndrique du peptide 48-67, a été 

évalué dans les modèles experimentaux du rat Nude et de la souris. 

Le modèle du rat Nude, dont nous avons dej& parle, nous a permis de démontrer que le 

tranfert passif de seulement 5 x 1 0 ~  lymphocytes T spécifiques de la construction 

octamerique 48-67 a permis de doubler le temps de survie de ces rats lors d'une infection 

lethale par la souche RH. Ceci confirme que l'immunisation par la construction 

octamerique du peptide 48-67 est capable d'induire non seulement une forte reponse 

anticorps, mais egalement une réponse cellulaire T fonctionnelle. Les mecanismes 

d'induction de la protection restent cependant & definir chez le rat, mais ces résultats 

demontrent qu'ils font intervenir des mecanismes T-dépendants. Une etude plus 

approfondie concernant notamment la production de differentes lymphokines serait dans 

ce contexte d'un grand int6rêt. 

Chez la souris infectée par une dose lethale de 1200 kystes par voie orale, l'immunisation 

prealable avec la construction octamerique du peptide 48-67 a conduit à un degré de 

protection d'environ 4096, tandis que le peptide lineaire n'a entraîne aucune protection. Il 

est neanmoins interessant de noter que chez ces souris non protegees, une forte repense 

anticorps IgG peut être detectee en E.L.I.S.A. vis-à-vis des deux formes peptidiques, 

mais que seule une faible reaction anticorps est detectee par immunotransfert vis-&-vis de 

P30 dans un extrait total de parasites. Les mécanismes de l'immunité à mediation cellulaire 

etant prepondérants chez la souris, il est donc possible que l'immunisation des souris avec 

le peptide linéaire ne stimule pas aussi efficacement l'immunite cellulaire que ne le fait la 

construction octamerique. Parmi les mécanismes induisant cette protection apres 

immunisation par voie sous-cutanee avec la construction octamerique, on peut avancer 

l'hypothèse de l'induction soit de lymphocytes T cytotoxiques lysant les cellules infectées 

par le parasite, soit de cellules permettant par un mécanisme indirect l'induction de telles 



cellules, par sécrétion indirecte de lymphokines, notamment. 

La reconnaissance par le système immunitaire de l'antigkne P30 engendre chez la souris, 

une série de mecanismes particuliers conduisant à l'elimination du parasite. En effet, 

differents auteurs ont montre que l'antigène P30 est capable d'induire la stimulation de 

cellules cytotoxiques tuant le parasite in vitro (KHAN et al., 1988b et 199 1; KASPER et 

al., 1992). D'autre part, l'immunisation de souris par une proteine de fusion 

correspondant à l'antigène P30 associee à la glutathion transfkrase de Schistosoma 

japonicum, induit une activation des macrophages, qui deviennent alors capables de tuer in 

vitro le parasite (MAKIOKA et KOBAYASHI, 199 la). 

Le rôle protecteur de l'antigene P30 a d'ailleurs et6 confirme très recemment à l'aide de 

protocoles d'immunisation différents de ceux utilises par KASPER et al., 1985. En effet, 

deux immunisations avec l'antigène P30 par voie intraperitondale sont capables de 

proteger des souris Swiss-Webster contre une infection par des tachyzoïtes de la souche 

C. Cette protection est nettement augmentée lorsque l'antigène P30 est incorpore dans des 

liposomes (BÜLOW et BOOTHROYD, 1991). D'autre part, KHAN et al., en 1991, ont 

aussi obtenu une protection tres significative chez des souris immunisées deux fois par 

semaine pendant 15 jours, par l'antigène P30, en association avec une saponine, le qui1 A, 

puis infectees par voie orale avec 50 kystes de la souche P. L'étude des mecanismes 

immunitaires responsables de cette protection a d'ailleurs permis de montrer l'implication 

de cellules T speciiiques de l'antigène P30. Le transfert adoptif de splenocytes immuns de 

ces souris a induit un niveau de protection significatif vis-à-vis d'une infection par des 

doses lethales de parasites. L'elimination des cellules T CDS+ entraîne la perte de 

l'immunite, par contre la depletion des cellules T CD4+ n'a apparemment aucun effet 

(KHAN et al., 199 1 ). 

Ainsi, dans ce contexte, nos resultats apportent la premiere demonstration qu'une 

immunisation de souris à l'aide d'une constuction peptidique de l'antigene P30 peut 

egalement conférer une protection contre la toxoplasmose. 



D'autre part, sachant que la proteine P30 purifiée est capable d'induire la 

prolifération de cellules T de patients en phase chronique de l'infection et que les 

surnageants d'une culture de cellules mononuclt?es stimulee par la proteine P30 purifiee 

sont doues d'une activite antiparasitaire, celle-ci s'operant par Ifintermediaire de 

l'interferon y (KHAN et al., 1988a), il nous a paru interessant de determiner, dans notre 

modèle experimental du rat, quels etaient les epitopes de cet antigène reconnus lors d'une 

infection par voie orale. Ceci a et6 r6alise à l'aide de differents peptides selectionnés dans 

le laboratoüre du Pr. TARTAR à partir de la sequence de P30 publiee par BURG et al., 

1988) de cet antigène. Le rôle important des ganglions mesenteriques au cours d'une 

infection orale par T.gondii a &té souligné par McLEOD et al., en 1984. Ces mêmes 

auteurs ont en effet note la presence des parasites à ce niveau dès le deuxième jour après 

l'infection et observe leur persistance pendant un mois environ. Ceci suggère que ces 

ganglions pourraient jouer un rôle fondamental dans la dissemination des parasites. Nos 

resultats ont permis de mettre en evidence qu'un peptide particulier, le NC4:238-256 est 

reconnu par les cellules T ganglionnaires et les cellules T spleniques de rats Fischer au 

cours de l'infection. Il est intéressant de noter que le peptide N-terminal et sa construction 

octamerique ne sont, par contre, pas reconnus au cours de l'infection du rat Fischer. Ceci 

n'exclue pas qu'une reconnaissance puisse être observee en utilisant d'autres souches de 

rats génetiquement differents. Il ressort neanmoins que le peptide N-terminal ne contient 

pas d'epitopes generant une reponse T majeure au cours de l'infection alors que comme 

nous l'avons dit precedemment une construction octamerique de ce peptide suscite une 

reponse cellulaire T protectrice. 

A ce stade, il serait interessant tout d'abord, de pouvoir verifier si l'immunisation par ce 

peptide est capable ou non de provoquer une rdponse proliferative vis-à-vis de l'antigène 

P30 lui même, ce qui serait particulièrement relevant dans notre modèle d'infection. 

D'autre part, puisqu'il a et6 montré dans le modèle de la schistosomiase qu'une même 

mol6cule pouvait induire la production d'anticorps protecteurs et bloquants (GRZYCH et 



al., 1984) il est du plus grand interêt de definir avec exactitude les differents epitopes 

d'une molecule capables de susciter spécifiquement une réponse protectrice. Une etude du 

rôle fonctionnel des lymphocytes T "helper" spdcifiques de ce peptide, au cours d'une 

imunisation par l'antigène P30 serait fondamental, notamment dans le contexte de la 

réponse anticorps IgA. Cependant, la presence dans le peptide 238-256 d'un epitope T 

n'implique pas que celui-ci joue un rôle majeur dans l'induction d'une protection. En 

effet, il se pourrait que cet epitope de l'antigène P30 puisse être un des epitopes exposes 

par le parasite, dans le but unique de détourner le système immunitaire et de rendre 

inefficace toute rdponse. Il serait donc interessant de determiner si le peptide 238-256 

contenant un epitope reconnu par les lymphocytes T de rats peut être un peptide protecteur 

vis-à-vis d'une infection par le parasite. A cet egard, le rôle protecteur de constructions 

octarn6riques de ce peptide et de constructions octamériques incluant le peptide 48-67 et le 

peptide 238-256 pourrait être evalue dans notre modèle. 

V. CONCLUSION 

Les approches experimentales que nous avons developpees tant au niveau humoral qu'au 

niveau cellulaire ont contribue A une meilleure comprehension des mecanismes 

potentiellement impliques dans l'immunité au cours de la toxoplasmose. L'intdrêt de 

l'antigène P30 tant dans le diagnostic precoce de l'infection aiguë par le parasite, que dans 

l'induction d'une immunite protectrice est aujourd'hui bien etabli. L'importance au cours 

de l'infection humaine et expérimentale de la réponse anticorps IgA dirigee spécifiquement 

contre cette molecule et des mecanismes à mediation cellulaire induits par cet antigène nous 

ont conduit à aborder d'une part la fonction de cet isotype, et d'autre part à etudier 

l'implication' de certains epitopes de cet antigène dans l'immunite. L'incidence sur 

l'expression de l'immunite, de la reponse IgA spécifique de l'epitope contenu dans le 



peptide N-terminal 48-67 de l'antigène P30 pourrait être évaluée grâce à la rkalisation 

d'anticorps monoclonaux IgA spécifiques de ce peptide presente sous forme octamerique. 

Du fait de son importance, la reconnaissance par les lymphocytes T de l'dpitope contenu 

dans le peptide 238-256 de l'antigène P30 serait egalement à approfondir. Il faut 

cependant garder il l'esprit que les anticorps ne constituent certainement qu'une 

composante de l'immunite et que d'autres mecanismes, impliquant notamment 

l'intervention de lymphocytes T intraépitheliaux à activité cytotoxique induits au niveau du 

système immun muqueux (GUY-GRAND et al., 1991), pourraient egalement exercer un 

rôle important dans l'induction d'une protection. De plus, la possibilite de disposer 

prochainement sous forme recombinante, d'autres antigènes à potentialite protectrice, 

notamment les antigènes GP28,5 et P21, laisse entrevoir le développement d'etudes 

similaires permettant une dissection prdcise des mecanismes sous-tendant l'expression de 

cette immunite protectrice. 

Dans le contexte d'une vaccination par voie orale, qui semble actuellement la plus 

prometteuse, les mecanismes d'une protection locale et l'identification des epitopes 

protecteurs des antigènes d'interêt, restent encore à preciser et necessitent des 

investigations plus poussees tendant à prevenir l'induction d'une rdponse anticorps 

bloquante. L'association d'epitopes B et d'kpitopes T "helper" de differents antigènes 

protecteurs, dans des nouvelles formes de transport (microsphères, liposomes) permettant 

leur acheminement jusqu'au niveau des muqueuses semble constituer une voie d'avenir 

dans la conception d'un vaccin contre la toxoplasmose. 
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