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ABREVIATIONS

Ag: Antigéne

Antigénes ES: Antigenes excrétés-sécrétés

Ig: Imnmunoglobuline

BSA: sérum albumine bovine

P.M. : Poids moléculaire

kDa: kiloDalton

PBS: Tampon Phosphate 0,01M, NaCl 0,9%

E.L.LS.A. : Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay

cpm: coups par minute

AIF: Adjuvant incomplet de Freund

IFN: Interféron

IL: Interleukine

Ly: Lymphocyte

ADCC: Antibody-Dependent-Cell-Mediated-Cytotoxicity
HGPRT: Hypoxanthine-Guanine-Phosphoribosyl-Transférase
BALT: Bronchus-Associated-Lymphoid-Tissues

GALT: Gut-Associated-Lymphoid-Tissues

RPMI: Roosevelt Park Memorial Institute

HEPES: Acide N-2-Hydroxyéthyl pipérazine N'-2 éthane sulfonique
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RESUME

L'étude de la réponse anticorps d'isotype IgA au cours de la toxoplasmose
humaine et expérimentale est d'un intérét majeur puisque 1'ingestion de kystes ou d'oocystes
de T. gondii constitue la voie courante d'infection. Apres avoir démontré la présence d'une
réponse anticorps IgA humaine intense dans les sérums d'infection aigué, réponse dirigée
essentiellement contre I'antigéne de surface du parasite, P30, nous nous sommes intéressés a
I'induction de cette réponse isotypique dans les modeles expérimentaux du rat et de la souris
pour lesquels la date précise de l'infection est connue. Nous avons pu montrer chez les rats
infectés par voie orale, l'induction d'une réponse anticorps IgA sérique, d'apparition
précoce, et simultanée 2 la réponse anticorps IgM. Chez des rats immunisés par les antigénes
e)‘(crétés-sécrétés, dont le rdle protecteur au cours de l'infection a été démontré, nous avons
également pu souligner l'induction d'une réponse anticorps IgA sérique.

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

mettre en évidence les cibles majeures de ces anticorps qui sont constituées par des antigénes
membranaires et solubles de poids moléculaires apparents de 28,5, 29, 30, 35, et 38 kDa
chez le rat et par un antigéne majeur de 29 kDa chez la souris. Chez le rat immunisé par les
antigénes ES, on observe la reconnaissance d'antigénes majeurs de 28,5 et 29 et 30 kDa bien
que d'autres antigénes de poids moléculaires plus élevés soient également reconnus.
Parmi les antigénes excrétés-sécrétés par le parasite, nous avons pu montrer que les sérums
de rats infectés reconnaissent particulierement des antigénes de 28,5, 34 et 39 kDa, tandis
que chez les souris infectées par voie orale, une réponse majeure contre l'antigéne de 34 kDa
est observée. Enfin, les sérums de rats immunisés par ces mémes antigenes reconnaissent
également dans cet extrait deux antigénes de 28,5 et 34 kDa.

Le rdle de ces anticorps au cours de l'infection a été abordé par une approche

monoclonale. Des anticorps monoclonaux d'isotype IgA dirigés contre le parasite ont ainsi
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été produits. La cible parasitaire de 1'un des anticorps monoclonaux a été identifiée aprés
immunoempreinte et immunotransfert. Il s'agit d'une molécule de 60 kDa présente dans
I'extrait membranaire du parasite et visiblement identique a l'antigéne de surface P30.
L'identité avec 'antigéne de surface P30 a été confirmée par un test d'immunocapture dirigé
contre P30. Dans des modeles expérimentaux in vivo, ces anticorps ne se sont pas révélés
protecteurs et ont méme conduit & une augmentation de la susceptibilit¢ des animaux a
I'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 'obtention d'TgA
sécrétoires a l'aide de systémes in vitro.

Nous avons également suivi deux approches complémentaires nous permettant de
définir certains épitopes de 1'antigéne P30 impliqués dans l'immunité contre la toxoplasmose.
Apres l'obtention de la séquence N-terminale 48-67 de la molécule P30, des constructions
peptidiques du peptide 48-67 de la molécule ont ét€ synthétisées et leur immunogénicité a été
analysée dans les modeles expérimentaux. Ces études mettent en évidence, le rdle 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 synthése d'autres peptides de cet
antigéne a permis de rechercher si certains d'entre-eux étaient capables d'induire 1'activation
de lymphocytes T spécifiques au cours d'une infection par voie orale, voie naturelle
d'infection. Nos résultats ont permis de souligner I'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.
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INTRODUCTION
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Le monde des parasites est caractérisé par sa trés grande diversité et par I'extréme

complexité des cycles biologiques mis en jeu, nécessitant une adaptation particuliere A I'hdte qui les
héberge. Cette adaptation se traduit par le maintien pendant de nombreuses années d'un équilibre
fragile qui permet la survie du parasite et de son hote.
L'importance des maladies parasitaires qui affectent plusieurs centaines de millions d'individus
constitue de nos jours un grave probléme de santé publique. Parmi celles-ci, la toxoplasmose,
causée par le protozoaire intracellulaire ubiquitaire 7. gondii, suscite un intérét tout particulier
depuis I'émergence de l'infection par le virus de l'immunodéficience humaine, puisqu'elle
représente une des principales infections opportunistes chez ces patients. De plus, l'existence de
cas graves de toxoplasmose congénitale humaine valorise l'intensification des recherches 2 visée
immunoprophylactique. Enfin, cette parasitose reste un probléme vétérinaire majeur dans de
nombreux pays dont 1'élevage constitue un pdle économique important, car la toxoplasmose
congénitale entraine des pertes importantes chez les ovins.

Pour ce parasite, le caractere intracellulaire obligatoire rend nécessaire 1'élaboration
de mécanismes de défense particuliers avant, pendant et aprés son entrée dans la cellule hote.
L'hdte, quant 2 lui, développe une immunité dont le r6le consiste a limiter et & contrdler I'infection
sans toutefois éliminer le parasite: ceci constitue, chez les protozoaires, l'immunité de prémunition.
Tous ces aspects rendent indispensable une étude immunologique approfondie afin de mieux
appréhender les relations complexes existant entre I'hdte et le parasite, les mécanismes de défense
mis en oeuvre par les deux protagonistes et 'importance des différents composants de I'immunité
dirigée contre le toxoplasme. Parmi ces différents éléments, 1'étude de la réponse anticorps
d'isotype IgA qui constitue la premiere défense de I'hdte, lors de l'ingestion de parasites apparait,
dans ce contexte, d'un intérét particulier.

Ces données justifient également le développement de nouveaux axes de recherche
visant a l'élaboration de stratégies vaccinales. L'induction d'une immunité protectrice étant

vraisemblablement liée 2 la reconnaissance de plusieurs antigénes parasitaires, la production d'un
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vaccin de constitution définie, composé de plusieurs molécules recombinantes ou d'un mélange de
peptides synthétiques représente une approche prometteuse.

Différents antigénes se sont révélés protecteurs dans plusieurs modeles expérimentaux. Ce sont
tout d'abord les antigénes de 14 et 35 kDa (JOHNSON et al., 1983b; ARAUJO et REMINGTON,
1984), puis récemment les antigénes excrétés-sécrétés par le parasite (DARCY et al., 1988;
DUQUESNE ez al., 1990). Enfin, bien que des études préliminaires par d'autres auteurs n'aient
pas démontré le rble protecteur de 1'antigéne 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 antigene protege des rats immunodéficients contre une infection 1éthale
par le parasite (SANTORO et al., 1987). Des travaux récents ont également permis d'établir le role
protecteur de cet antigéne. Cet antigéne majeur est capable d'induire une forte réponse
polyisotypique IgG, IgM, IgA, et IgE, et possede, par ailleurs, un intérét 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 1'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 1'étude de la fonction de ce type d'anticorps. Enfin,
l'intense réponse anticorps dirigée contre P30, nous a conduit & analyser le réle particulier de

certains €pitopes de cette molécule au cours de I'immunité.
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GENERALITES
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Ce parasite fut découvert en 1908 par NICOLLE et MANCEAUX chez un rongeur,
le gondi (ctenodactylus gondi ) a l'Institut Pasteur de Tunis. Son nom particulier de
Toxoplasma, qui vient des mots grecs "toxon", arc et "plasma", forme, lui fut donné par
référence A sa morphologie. Dans le méme temps, SPLENDORE, au Brésil, décrivait également
la présence du parasite chez un lapin de laboratoire. Par la suite, T. gondii fut retrouvé dans la
rétine d'un enfant hydrocéphalique (JANKU, 1923). Néanmoins, le rdle réel de T. gondii en
pathologie humaine resta mal connu jusqu'a la description d'un cas de toxoplasmose congénitale
par WOLF et COWEN en 1937. Cette description suscita un intérét considérable et fut suivie
cing ans plus tard par une publication précisant les différents aspects de la toxoplasmose
congénitale (SABIN, 1942).

La mise au point du test de lyse dépendante du complément ou "Dye-Test", par
SABIN et al., en 1948, permit d'établir la large répartition de ce parasite 2 travers le monde. Les
différents modes de transmission restérent inconnus jusqu'en 1960, ob JACOBS et al.,
confirmeérent la possibilité d'infection par ingestion de viande mal cuite. Cependant, les
épidémies survenant chez les herbivores ou les oiseaux devaient procéder 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 présence d'une nouvelle forme kystique
infectieuse de Toxoplasma dans les selles de chat fut confirmée. Finalement, le cycle évolutif de
ce parasite fut compietement élucidé en 1970.

Différents auteurs confirmérent l'existence d'une phase sexuée au cours du cycle parasitaire chez
les félidés (FRENKEL et al., 1970; HUTCHISON et al., 1970; SHEFFIELD et al., 1970) et
apportérent la démonstration que les toxoplasmes sont effectivement des coccidies de chat chez
lequel ils ont la possibilité d'évoluer suivant un cycle complet, mais quiils posseédent en outre,

un cycle incomplet chez les hdtes intermédiaires.



EMBRANCHEMENT

CLASSE

SOUS-CLASSE

ORDRE

SOUS-ORDRE

FAMILLE

GENRE

18

APICOMPLEXA

SPOROZOEA

COCCIDIA

EUCOCCIDIIDA

EIMERIINA

TOXOPLASMIDAE

TOXOPLASMA

FIGURE 1
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Actuellement, et selon la classification de LEVINE et al., en 1980, (Figure 1) Toxoplasma
gondii se situe dans 'embranchement des Apicomplexa, la classe des Sporozoea, la sous classe
des Coccidia, l'ordre des Eucoccidiida, le sous-ordre des Eimeriina, et la famille des

Toxoplasmidae .

B, LE PARASITE: STRUCTURE ET EVOLUTION DES
DIFFERENTS STADES PARASITAIRES

T. gondii se présente sous différentes formes au cours du cycle parasitaire. Néanmoins, trois

stades sont infectieux : les tachyzoites, les bradyzoites, et les sporozoites.

B T : P Y

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

s'observe au cours de la phase aigu€ de l'infection.

B.L.1. Structure

Le tachyzoite est un organisme en forme d'arc, mesurant 6 2 7 um de long sur
environ 2 um de large. Le tachyzoite posséde une membrane externe et un complexe
membranaire interne double trés fluides, dont la composition est quelque peu différente de bon
nombre d'autres systémes 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 antérieurs et postérieurs. Le noyau est généralement situé au pdle
postérieur de la cellule, tandis que le pdle antérieur, effilé, présente un appareil de pénétration
complexe, le conoide (Figure 2A). De l'anneau polaire antérieur émerge un cytosquelette

sous-pelliculaire comportant 22 microtubules (Figure 2B) (NICHOLS et al., 1987). Les
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FIGURE 2
STRUCTURE DU TACHYZOITE
(D'aprés NICHOLS et CHIAPPINO, 1987)
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rhoptries, organes sécrétoires, se prolongent dans le conoide par deux microtubules centraux et
interviennent surtout lors de I'entrée du parasite dans la cellule (NICHOLS et al., 1983). Entre
les rhoptries se localisent de petites vésicules appelées micronémes dont le rdle exact est encore

mal connu.

B.L2. Biologie d hyzoit

Pour survivre et se multiplier, le tachyzoite doit pénétrer dans une cellule-hote et
échapper aux mécanismes de défense mis en oeuvre par I'hdte parasité. Une des premieres
propriétés favorables a la survie du tachyzoite, est l'incapacité de ce dernier A activer le
complément par la voie alterne. Cette voie peut en effet &tre induite en absence d'anticorps et
constitue donc une des premieres défenses de I'h6te non immun (FUHRMAN et JOINER,
1989). Un second avantage de T. gondii est sa capacité 2 infecter de nombreuses cellules de

mammiferes, 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-hOte des toxoplasmes. Une pénétration par phagocytose a également été décrite,
essentiellement dans les macrophages (WERK, 1985). Le processus actif s'effectue en deux
étapes 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 création d'une jonction avec la cellule, jonction se
déplagant le long du parasite au cours de son entrée (AIKAWA et al., 1977). Le parasite
perturbe la membrane de la cellule-hdte grice a 1'extension du conoide 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-hdte requiert des mécanismes
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dépendant d'énergie (ATP), et dure moins de 15 secondes. La phospholipase A2
calcium-dépendante de T. gondii semble également jouer un rdle important A ce niveau. Cette
enzyme de 20 kDa possede la capacité d'augmenter la pénétration cellulaire de 7. gondii
(SAFFER et al., 1989,1991).

Des l'entrée du parasite dans la cellule, il y a formation d'une vacuole parasitophore,
décrite des 1954 par GUSTAFSON. Au cours de ce processus, les tachyzoites déversent le
contenu de leurs organites sécrétoires, ce qui entraine ainsi l'accumulation de protéines dans la
vacuole parasitophore et donne naissance a un réseau de microvillosités (KIMATA et TANABE,
1987; SIBLEY et al.,, 1986, 1988). Plusieurs protéines de granules denses P23
(CESBRON-DELAUW er al., 1989), P28.5, P21 (CHARIF et al., 1990), P30 (LERICHE et
DUBREMETZ, 1991), P32 (SIBLEY et KRAHENBUHL, 1986), et P40 (ACHBAROU ez al.,
1991) sont impliquées et semblent localisées différemment au niveau de la vacuole
parasitophore. Cette vacuole modifiée est alors capable de résister au processus de fusion avec
les lysosomes (SIBLEY er al., 1985). L'acquisition de cette compétence s'établit lors de I'entrée
du parasite dans la cellule, puisque la mort des tachyzoites dans la vacuole parasitophore ne
permet pas la fusion avec les lysosomes (JOINER et al., 1990). Des données récentes,
essentiellement dérivées de I'étude de Plasmodium, suggerent le rdle des lipides des rhoptries
dans la formation de la vacuole parasitophore. Ces lipides pourraient étre responsables, en
partie, de 1'absence de fusion avec les autres organelles (FOUSSARD et DUBREMETZ, 1991).
Un autre mécanisme impliquerait I'exclusion de certains composants membranaires de la
cellule-hdte (PORCHET-HENNERE et TORPIER, 1983 ; DE CARVALHO et DE SOUZA,
1989).

Enfin, aprés s'étre installé dans la cellule-hdte, le tachyzoite se divise par un
processus appelé endodyogénie décrit par GOLDMAN et al., en 1958 (Figure 3). La division
dure entre 52 9 heures selon la souche étudiée. Puis, la cellule finit par éclater et libere un grand

nombre de parasites qui vont infecter de nouvelles cellules.
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FIGURE 3
MULTIPLICATION DU TACHYZOITE PAR ENDODYOGENIE
(D'aprés GOLDMAN, 1958)
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Des toxoplasmes opsonisés mais viables, peuvent aussi pénétrer dans la cellule-hote.
Cette pénétration s'effectue différemment selon que la cellule posséde 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-hdte, provoque l'entrée active des
toxoplasmes dans la cellule, le regroupement des anticorps fixés en surface 2 un pdle 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-héte, et son internalisation lors de la phagocytose du parasite semble &tre un
élément décisif entrainant par contre, la mort du toxoplasme (JOINER et al., 1990). Le méme
résultat est obtenu lors de I'entrée de tachyzoites opsonisés dans des cellules transfectées par un
récepteur Fc (FCRII) mais incapables de déclencher la production de radicaux oxygénés

(JOINER et al., 1990).

B.Il. BRADYZOITES ET KYSTES

Au cours de la phase aigué de la toxoplasmose, les parasites vont s'enkyster dans les
muscles, le cerveau, le coeur et la rétine, ol ils persistent pendant toute la vie de I'hdte
(REMINGTON et al., 1965). Les facteurs influengant la formation des kystes sont mal connus.
Certains auteurs rapportent que des réponses anticorps élevées favorisent la formation des
kystes, mais que I'immunité 3 médiation cellulaire intervient également (BRINKMANN ez al.,
1987).

La paroi du kyste se forme 2 partir de la membrane de la vacuole parasitophore (FERGUSON et
al., 1987). Certaines études ont démontré que cette paroi comprend une couche neurofibrillaire
au niveau de laquelle on trouve des composants de la cellule-hote (SIMS et al., 1988).

Les kystes sont des éléments intracellulaires sphériques ou ovoides pouvant atteindre

100 um de diametre qui peuvent contenir plusieurs milliers de formes 2 multiplication lente

appelées bradyzoites. (Figure 4A). Néanmoins, récemment certains auteurs n'ont observé que
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A. LE BRADYZOITE ET LE KYSTE: (GD=Granule dense; N=Noyau, B=Bradyzoite; GP=Granule de

polysaccharides; Ch=Cytoplasme de la cellule-hdte; Mk=Membrane du kyste)

B. LOOCYSTE NON SPORULE (1), LOOCYSTE SPORULE (2), LE SPOROCYSTE (3), ET LE
SPOROZOITE (4) -

FIGURE 4
AUTRES FORMES PARASITAIRES
(D'apres DUBEY et BEATTIE, 1988)
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des kystes extracellulaires chez des souris SWISS inoculées par la souche ME49 de T. gondii.
Ces auteurs ont aussi noté la présence de bradyzoites A différents stades de maturation a
lintérieur du méme kyste (PAVESIO et al., 1992). Les kystes peuvent étre détectés das le § éme
jour apres l'infection chez l'animal (LAINSON, 1958), sont thermorésistants (45°C) et ne sont
détruits que par des congélations prolongées. Les bradyzoites ont une structure peu différente du
tachyzoite, mais ils contiennent un grand nombre de granules cytoplasmiques (réserves de
polysaccharides). Ils sont aussi plus résistants que les tachyzoites aux sucs digestifs, bien que la

paroi du kyste soit détruite immédiatement apres I'ingestion (JACOBS er al., 1960a).

Dans des conditions physiologiques, le kyste pourrait relarguer de faibles quantités
d'antigénes 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 hdte
immunocompétent sans entrainer de conséquences particulieres (FERGUSON et al., 1989).
Cependant dans certains cas pathologiques, notamment chez les patients immunodéprimés, la
rupture des kystes au cours de la phase chronique peut entrainer des lésions graves du type

encéphalite et choriorétinite (FRENKEL, 1988).

B AP 1

Toutes les étapes de la schizogonie (multiplication asexuée) et de la gamétogonie
(multiplication sexuée) se déroulent dans les cellules épithéliales de l'intestin du chat. La
gamétogonie est un phénomene complexe comportant 5 phases (A-E) conduisant a différentes

formes:

B.IIL1. Les schizontes

Ce sont des formes primaires multinucléées de la schizogonie (multiplication non
sexuée) donnant naissance 2 12 2 15 mérozoites, qui apres éclatement de la cellule mere iront

réinfecter d'autres cellules.
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B.IIL.2, Les gamétocytes

La différenciation en gamete male ou femelle survient autour de la troisidme
génération de schizogonie. Les gamétocytes miles et femelles évoluent en microgaméetes males
et macrogametes femelles. Le microgamete male représente le seul stade ol le parasite est

flagellé. Le macrogamete femelle présente deux sortes de granules cytoplasmiques appelés "wall

forming bodies " I et H qui interviendront dans la formation de la paroi de I'oocyste.

B.IIL3. I | .

Les oocystes issus de la fécondation d'un macrogaméte par un microgamete sont
aussi des formes de résistance du parasite. Ils sont elliptiques et mesurent environ 9 et 14 um
selon leurs deux axes. D'abord non sporulés, puis sporulés, ils contiennent alors deux
sporocystes, donnant chacun quatre sporozoites (Figure 4B). La double paroi de 1'oocyste est
résistante & de nombreux agents chimiques.

Les sporozoites ressemblent morphologiquement au tachyzoite. Ils mesurent environ 6-8 um de
long, mais possédent néanmoins plus de micronemes et de rhoptries (SHEFFIELD et al.,

1970). 1Is restent viables plus d'un an en atmosphére humide.

C. LE CYCLE PARASITAIRE

Les toxoplasmes sont des sporozoaires présentant un cycle évolutif double faisant
intervenir selon les cas, une reproduction uniquement asexuée (cycle incomplet) ou une

multiplication asexuée et sexuée, seulement chez les félidés (cycle complet).
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C.L LE CYCLE ASEXUE

C'est celui qui se déroule chez I'homme, les mammiferes A 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 mere au foetus provoquant la toxoplasmose congénitale (Figure 5).

Apres digestion de la membrane du kyste ou de 1'oocyste, les formes infestantes, bradyzoites ou

sporozoites sont libérées dans l'intestin, pénetrent dans les cellules du systeme

réticulo-endothélial, se multiplient puis se disséminent rapidement. La mobilisation du syst¢me
immunitaire de 'hdte entraine une diminution de la parasitémie et la formation des kystes. Les
kystes sont observés en 3 & 5 jours chez la souris apres infection par des tachyzoites, en 7 jours
apres inoculation par des bradyzoites et en 9 jours aprés inoculation de sporozoites (DUBEY et
al., 1976). Ces formes kystiques, de par leur résistance et leur longévité, représentent les

principales formes infestantes du toxoplasme dans son cycle asexué.

CJL LE CYCLE SEXUE

Ce cycle n'existe que chez les félidés, en particulier le chat, hote définitif (Figure 6).
Le chat se contamine en ingérant soit des kystes, soit des oocystes infestants, soit des
tachyzoites. Le temps d'émission par le chat d'oocystes infestants dépend de l'infection initiale.
Dans les deux derniers cas de contamination, une période de 21 a 40 jours est nécessaire, tandis
que l'ingestion de kystes produit des oocystes au bout de 3 2 10 jours (FREYRE et al., 1989).
Les parasites pénetrent dans les cellules épithéliales de I'intestin et commencent le processus de
gamétogonie conduisant, aprés multiplication, 2 la formation de schizontes, puis de gametes

males et femelles dont la fusion produit I'oocyste non sporulé éliminé dans les féces du chat. La
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sporulation survient 2 I'extérieur en fonction des conditions d'oxygénation et de température, et

produit 8 sporozoites infestants.

D. LA TOXQOPLASMOSE

D.L LA TOXOPLASMOSE HUMAINE: ASPECTS CLINIQUES ET
EPIDEMIOLOGIQUES

L'incidence estimée par les tests sérologiques varie selon les pays de 20 2 90%. En
France, DESMONTS ez al., établirent qu'en 1965, 80% de la population parisienne avait été
infectée. Aux Etats-Unis, on admet que 30 & 60% des adultes ont été infectés par T. gondii
(FRENKEL, 1990). La prévalence en France, n'est plus actuellement que d'environ 60%,
vraisemblablement en raison de l'amélioration des conditions d'’hygieéne et des habitudes
alimentaires (PINON ez al., 1985).

On distingue classiquement, la toxoplasmose acquise et la toxoplasmose congénitale.
D.L1. La toxoplasmose acquise

Elle survient toujours apres ingestion de viandes parasitées ou d'aliments souillés par
des oocystes. En dehors des formes inapparentes les plus fréquentes, ol la destruction de
parasites intervient rapidement et od l'infection reste bénigne, les principales manifestations
concernent les ganglions lymphatiques (formes lymphadéniques). Durant la phase aigué de la
maladie, on observe donc des polyadénopathies, une fievre modérée ( 38°-38.5°C), et une
asthénie qui peut étre durable. La période d'incubation est évaluée entre 5 et 18 jours, puis,
parallRlement au développement de l'immunité, les kystes apparaissent. La présence de kystes ‘

est habituellement asymptomatique, et signe l'installation d'une phase chronique.
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La toxoplasmose acquise peut par contre revétir I'aspect d'une maladie trés grave
voire mortelle chez des patients immunodéprimés et ceci par réactivation de foyers d'infection
latente (WEISS ez al., 1988). Les bradyzoites libérés 2 partir des kystes peuvent alors reprendre
leur multiplication sous forme de tachyzoites (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 moeile quand le donneur est négatif et le receveur positif en
anticorps toxoplasrhiques (DEROUIN et al., 1986; ARAUJO et REMINGTON, 1987).

Enfin, 'émergence de l'infection par le VIH (virus de I'immunodéficience humaine)
a souligné l'importance de l'encéphalite toxoplasmique, principale infection opportuniste du
syst¢me nerveux central chez les patients ayant un S.I.D.A ( Syndrome d'immunodéficience
acquise). Elle affecte 25% des patients & Bruxelles, Berlin et Paris et 5 3 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 réponse humorale avec présence d'IgM caractéristiques
d'une infection aigué, ce qui rend inadéquat le diagnostic sérologique classique (LUFT ez al.,
1984b). Par contre, les réactivations toxoplasmiques s'accompagnent souvent de l'apparition
d'anticorps IgA spécifiques (DARCY et al., 1991). Chez d'autres patients, il peut aussi y avoir
d'importantes 1ésions du myocarde (LUFT et al, 1983) ou des lésions rétiniennes pouvant
conduire 2 la cécité (HOLLAND, 1988). Une incidence importante de toxoplasmose pulmonaire
a également été décrite (CATTERALL et al., 1986a; DEROUIN et al., 1989).

La fréquence de la toxoplasmose congénitale en France est estimée 2 environ 6 4 10
cas pour 1000 naissances (PINON et al., 1986a). Elle est de 0,1 a 0,3% aux Etats-Unis
(MITCHELL et al., 1990).

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

des toxoplasmoses maternelles sont transmises in utero au foetus au travers de petites lésions
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placentaires. En théorie, le passage des toxoplasmes est possible dés la mise en place de la
circulation foetale A partir du 218me Jour, cependant il semble plus probable que ce phénomene
intervienne vers la fin du second mois quand le placenta est constitué et que la surface d'échange
entre la circulation foetale et maternelle est importante. Le risque de transmission et la gravité des
symptOmes au cours de la grossesse sont inversement proportionnels (Figure 7). En effet, une
toxoplasmose congénitale sévere 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 élevée et les risques de passage sont donc moins grands
(12% entre la 68ME et |a 168ME semaine, 20% entre la 168ME et ]a 282Me semaine). Par contre,
en fin de grossesse, le placenta n'assure plus qu'imparfaitement sa fonction de barriére, les
signes cliniques sont peu nombreux voire inapparents A la naissance, mais le passage des
parasites est fréquent, jusqu'a 80% 2 partir de la 288M€ semaine de grossesse (DAFFOS et al.,
1988). Une transmission survenant au tout début de la grossesse entraine soit la mort du foetus
in utero, soit des signes pathologiques graves: macrocéphalie, hydrocéphalie, retards
psychomoteurs, calcifications intracraniennes, signes oculaires, notamment choriorétinite. Lors
d'une infection au cours du quatri¢me mois de grossesse, le nouveau-né peut €tre atteint d'autres
troubles tels que encéphalomyélite, convulsions, hépatosplénomégalie. Enfin, lors d'une
contamination trés tardive, des formes inapparentes, dont la seule trace est sérologique sont
généralement observées. La survenue de choriorétinites toxoplasmiques décrites aprés plusieurs
mois ou années justifie néanmoins un contrle et un suivi rigoureux de ces patients.

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

DJI. LA TOXOPLASMOSE VETERINAIRE

La toxoplasmose reste un probléme majeur de santé véterinaire car elle affecte un

grand nombre d'hdtes intermédiaires. Chez la brebis et la chevre elle est responsable de plus de
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50% des avortements spontanés. Chez le mouton la prévalence de l'infection augmente avec
I'age et peut atteindre 100% chez la population adulte. Des essais de vaccination chez des brebis
avec des souches de 7. gondii de virulence modérée, ont conduit 2 une prévention significative

de la toxoplasmose congénitale ovine (JOHNSON, 1989).

E, STRUCTURE ANTIGENIQUE DE T. GONDII

Les nombreuses approches expérimentales utilisant les techniques d'électrophorse
en gel de polyacrylamide, de radiomarquage et d'immunotransfert ont permis d'établir 1'extréme
complexité des structures antigéniques de ce parasite.

Cest ainsi que de nombreux antigénes dont les poids moléculaires varient de 4000 a2 800000
d;a.ltons selon les techniques utilisées, ont été identifiés (JOHNSON, 1985).

A cette diversité antigénique s'ajoute la présence de souches différentes (Figure 8) pour
lesquelles on détecte des antigénes spécifiques de souche (WARE et KASPER, 1987).

De plus, des études isoenzymatiques ont établi I'existence de profils enzymatiques différents
selon les souches, ce qui a permis de classer 7 souches de toxoplasmes en 3 zymodeémes
distincts. Ces profils semblent, de plus, étre corrélés au degré de virulence des différentes
souches (DARDE et al., 1988).

Le stade parasitaire le plus étudié reste le tachyzoite, bien que quelques études se soient

également focalisées sur d'autres stades du parasite.

E.L LE TACHYZOITE

Les antigénes présents chez le tachyzoite peuvent étre classés en différents groupes

selon leur localisation ou leur rdle (Figure 9).



36

Différentes Origine Pathogénicité chez la Références
souches souris
Souche RH Isolée en 1939 d'un cas
d'encéphalite aigu€ humaine Souche virulente | SABIN, 1941
(USA)
Souche P Isolée d'un mouton en Californie,
puis d'un placenta humain en Souche virulente | KASPER et al., 19856
1983
Dérivée de la souche ME49
Souche C Isolée d'un chat infecté en 1976 A
Darmouth, USA, puis isolée d'un § Souche chronique | PFEFFERKORN et
placenta humain en 1981 2 Paris al., 1977
Souche C56 Isolée d'ovaire de pouleten 1961 | Virulence modérée | ARAUJO er al, 1976
aux USA
Souche 76K Isolée d'un cerveau de cobaye a Souche chronique | LAUGIER et
Marseille en 1970 QUILICI, 1970
Souche ME49 | Isolée d'un muscle de mouton Souche avirulente | SUZUKI er al., 1989

FIGURE 8
PRINCIPALES SOUCHES DE T. GONDII
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ELL I ige | ires d hyzoi

Deés 1980, HANDMAN et REMINGTON ont identifié par des techniques
d'immunoprécipitation d'antigénes radioiodés a l'aide de sérums immuns et d'anticorps
monoclonaux, 4 antigénes majeurs de surface de poids moléculaires apparents de 43, 35, 27 et
14 kDa. Puis JOHNSON et al., en 1983, ont décrit des antigénes de 43, 35, 22 et 14 kDa et ont
établi que le transfert passif d'anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes de 14 et 35
kDa est capable de protéger des souris contre la toxoplasmose. Enfin, la méme année,
SHARMA et al., ont démontré par immunoélectrotransfert que les IgG et les IgM de sérums
humains infectés reconnaissent majoritairement 2 antigénes de poids moléculaires apparents de
22, et 32 kDa ainsi qu'un composant de 6 kDa de nature glycosidique.

L'antigene de 22 kDa est reconnu par des sérums humains d'infection aigué et chronique. Des
mutants défectifs en antigéne P22 ont été produits par KASPER et al., en 1982.

L'antigéne de 35 kDa est précocément reconnu par des sérums d'infection ce qui en fait un
antigéne d'intérét diagnostic potentiel (POTASMAN et al., 1986).

Les principaux antigénes de surface du tachyzoite 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
antigénes majeurs de 43, 35, 30, 22 kDa et d'un antigéne mineur de 23 kDa. Les 4 antigénes
majeurs sont ancrés dans la membrane par un complexe glycosyl-phosphatidylinositol

(TOMAVO et al., 1989; NAGEL et BOOTHROYD, 1989).
L'antiod ieur d face d hvzoites:P30

Cette protéine de 30 kDa représentant 3 2 5% des protéines parasitaires a été purifiée
par immunoadsorption 2 1'aide d'un anticorps monoclonal par KASPER et al., en 1983. Cette
molécule dont le gene a été cloné et séquencé, code pour un précurseur d'environ 32kDa

(BURG et al., 1988). Des mutants de 7. gondii défectifs en antigéne P30 ont également €té
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produits (KASPER, 1987). La séquence du géne codant pour P30 a été clonée dans un
plasmide pGEX-1 et exprimée dans E. coli, sous forme d'une protéine de fusion associée 2 la
glutathion-S-transférase (MAKIOKA et KOBAYASHI, 1991b, sous presse). Cette molécule est
hautement conservée (97%) entre la souche parasitaire RH, et les souches C et P. (BULOW et
BOOTHROYD, 1991).

P30 est distribuée de fagon homogene sur la surface du parasite (DUBREMETZ et
al., 1985). Cette molécule est présente dans la vacuole parasitophore (réseau de microvillosités)
treés tot aprés l'invasion, et est aussi un composant majeur de la membrane de la vacuole
parasitophore (SIBLEY et al., 1986). Son rdle fonctionnel au cours de l'invasion a par ailleurs
été confirmé par GRIMWOOD et SMITH, en 1992, cette phase étant inhibée partiellement par

des anticorps monoclonaux dirigés contre 1'antigéne P30.

L'antigene P30 est enfin fortement immunogene et induit une réponse polyisotypique
in£ense au cours de l'infection. La protéine 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 er 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'immunocapture, l'un pour
la détection des IgM (CESBRON et al., 1985) et l'autre pour la détection des IgA (DECOSTER
etal., 1988, 1991, 1992) permettant un diagnostic précoce de l'infection.

E.L2. Les antigénes cytoplasmiques

Ces antigenes ont été caractérisés dans un extrait soluble obtenu aprés traitement aux
ultrasons ou aprés des congélations et décongélations successives de tachyzoites. L'utilisation
d'un anticorps monoclonal FMC 20 ne réagissant pas dans les tests d'immunofluorescence
classique mais étaﬁt capable de réagir dans un test d'hémagglutination indirecte a permis

l'identification d'un antigéne de 98 kDa dans un extrait soluble du parasite (JOHNSON et al.,
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1983). Un autre antigéne, la nucléoside triphosphate hydrolase est bien connue grice aux
travaux de ASAI et al., (1983, 1987). Cette hydrolase est localisée dans le cytoplasme des
toxoplasmes de la souche RH et a un poids moléculaire apparent de 240 2 260 kDa. Elle

constitue environ 8% des protéines parasitaires.

XGr -

Ces antigeénes ont été quelque peu délaissés par rapport aux antigénes solubles et
surtout membranaires, longtemps considérés comme les cibles principales de la réponse
immune. Les antigénes d'excrétion-sécrétion sont cependant des molécules trés immunogenes
possédant des activités enzymatiques variées et pouvant étre exprimées transitoirement 2 la
surface du parasite, comme cela a été 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 également dans d'autres protozooses comme la
leishmaniose (SACKS et al., 1987) ou la trypanosomiase (OUAISSI et al., 1990). Ces
antigénes peuvent donc étre de bons candidats pour une approche immunoprophylactique
(CAPRON et DESSAINT, 1988).

Dans la toxoplasmose, deux études préliminaires ont souligné l'importance de ces
antigénes. HUGHES et VAN KNAPPEN en 1982, ont montré que les antigénes sécrétés
constituent la majeure partie des antigénes circulants au tout début de l'infection. Ces antigénes
sont donc les premiers exposés au systéme immunitaire de I'hdte parasité. D'autre part, la
stimulation lymphocytaire vis-a-vis de tels antigénes semble plus importante que celle induite par
les antigénes somatiques du parasite (HUGHES et al., 1985).

La mise au point de milieux de culture appropriés, permettant une survie optimale des
parasites, a rendu possible l'obtention des antigénes ES dont une analyse immunochimique a

alors pu étre réalisée. Aprés marquage métabolique des toxoplasmes par la méthionine 33s,
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l'immunoprécipitation des antigénes 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 immunogenes tels que les antigénes de 97, 57, 42, 39, et 28.5
kDa ( DARCY etal., 1988).

Ces antigenes se sont révélés protecteurs dans deux modeles particuliers. Chez le rat
congénitalement athymique "nude"” (Nu/Nu), le transfert passif de sérum de rats Fischer
immunisés par les antigénes ES, et le transfert de cellules T spécifiques de ces antigénes ont
protégé significativement cet animal vis-a-vis d'une infection 1éthale par 1a souche RH (Figure
10) (DARCY et al., 1988; DUQUESNE et al., 1990). Chez la souris immunisée par ces mémes
antigénes, puis infectée par 1200 kystes de la souche 76K par voie orale, une protection
d'environ 70% a également été démontrée (DARCY er al., 1992)

La production d'anticorps monoclonaux de classe IgG dirigés contre les antigénes de
sécrétion de 28.5, 27 et 21 kDa a rendu possible I'identification et la localisation de ces
antigenes dans la matrice des granules denses des tachyzoites et associés au réseau présent dans
la vacuole parasitophore. Un nouveau mécanisme de sécrétion des tachyzoites a partir des
granules denses a ainsi pu €tre démontré (CESBRON-DELAUW et al., 1989; CHARIF er al.,
1990; LERICHE et DUBREMETZ, 1990).

De plus, l'anticorps monoclonal TG 17-43 dirigé contre l'antigéne de 27 kDa a permis d'établir
l'identité de ce dermnier avec l'antigene recombinant P24, dont le géne a été cloné et séquencé
(CESBRON-DELAUW et al., 1989). Cette protéine est capable de fixer le calcium.

Certains auteurs ont démontré que le transfert passif de l'anticorps monoclonal F3G3
(HANDMAN et REMINGTON, 1980a) dirigé contre deux protéines de 28 (correspondant
vraisemblablement A I'antigéne de sécrétion GP28,5) et 58 kDa (SIBLEY et al., 1987), ainsi que
I'immunisation avec l'antigéne correspondant purifié par immunoaffinité protege la souris contre
une infestation léthale par la souche C56 de T. gondii (SHARMA et al., 1984).

Le gene codant pour l'antigéne de 28 kDa ait fait 1'objet d'un clonage et d'un séquengage '

(PRINCE et al., 1989). Dans notre laboratoire l'anticorps monoclonal TG17-179 dirigé contre
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la protéine de 28.5 kDa a permis l'isolement de clones cDNA codant pour la partie
carboxyterminale de I'antigeéne qui correspond 2 un épitope B majeur (CESBRON-DELAUW et
al., 1992 sous presse).

L'étude de la réponse IgG et IgM au cours des différentes phases de la toxoplasmose
humaine a permis d'établir que les deux antigénes sécrétés, de 27 et 28.5 kDa, sont reconnus
par des sérums humains de phase chronique, et que I'antigéne de 28,5 est également reconnu
par des sérums aigiis d'infection (MURRAY et al., 1992 en préparation). De plus, un antigéne
de 97 kDa, reconnu tres tot lors de l'infection pourrait représenter un marqueur potentiel de
séroconversion (DECOSTER et al., 1988b).

[l faut en fait distinguer ces antigenes sécrétés par le toxoplasme en milieu acellulaire
de ceux que certains auteurs ont appelé "exoantigénes”. Ces exoantigénes sont récoltés dans les
surnageants de cultures cellulaires infectées par T. gondii, et possédent de ce fait un grand
nombre de protéines d'origine cellulaire (DESGEORGES et al., 1980 ; HUGHES et VAN
KNAPPEN, 1982; CHUMPITAZI er al., 1983, 1987). Le rdle protecteur de ces antigénes de
poids moléculaires variant de 6 & 800 kDa (ROQUES ez al., 1986) n'a pas été démontré.

E.L3.b. Les antigénes de rhoptries

Ces antigénes sont impliqués dans l'invasion de la cellule hdte et contiennent une
activité PEF ("penetration enhancing factor", LYCKE et NORRBY, 1966; LYCKE et al.,
1975). Ils ont été récemment caractérisés, & l'aide d'anticorps monoclonaux et par
immunotransfert d'une sous-fraction cellulaire enrichie en rhoptries. Deux antigénes majeurs de
poids moléculaires respectifs de 55 et 60 kDa (SADAK et al., 1988) ont été identifiés.
Des anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes de rhoptries de 60 et 43 kDa décrits par
SCHWARTZMAN et KRUG, en 1989, se sont avérés capables de bloquer l'effet du P.E.F. sur
la pénétration des toxoplasmes. Enfin, un antigéne de 42 kDa a aussi €té décrit par KIMATA et

al., en 1987.
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EJL LES ANTIGENES DES AUTRES STADES PARASITAIRES

Les antigeénes spécifiques de stade ont été peu étudiés jusqu'a présent. Ce sont les

travaux de KASPER et al., en 1984 qui ont permis l'identification de 2 antigénes de 67 et de 25
kDa, caractéristiques de la membrane du sporozoite et de la paroi de 'oocyste.
Puis, un antigene de poids moléculaire apparent de 20 kDa apparemment cytoplasmique,
spécifique des bradyzoites et commun a plusieurs souches de T. gondii a été identifié (OMATA
et al., 1989), ainsi que 4 antigénes de poids moléculaires apparents 36, 34, 21, et 18 kDa dont
trois au moins sont probablement des antigénes de surface des bradyzoites (TOMAVO et al.,
1991). Enfin, certains anticorps monoclonaux dirigés contre la forme tachyzoite, notamment
contre les antigénes de 22 et de 30 kDa, ne réagissent pas avec la surface des sporozoites et des
bradyzoites (KASPER, 1989). Récemment, MAKIOKA et al., (1991c), ont confirmé
I'existence d'antigenes spécifiques de stade tachyzoite et bradyzoite chez la souche ME49 de T.
gondii, A l'aide de sérums d'infection humaine et expérimentale.

D'autres auteurs se sont orientés vers la recherche d'antigénes des différents stades
présentant des épitopes communs. Ceci repose sur I'hypothése, qu'au cours des affections
chroniques caractérisées par une immunité non stérilisante comme la toxoplasmose, une
immunité durable ne pourrait étre maintenue que grace a l'expression d'épitopes communs entre
les différents stades d'évolution parasitaire. Ces épitopes communs présenteraient donc un
intérét indéniable dans la conception d'une immunoprophylaxie efficace.

Ce sont essentiellement les travaux de DARCY er al., en 1990 qui décrivent 4 antigénes de
tachyzoites de 63, 43, 39, et 28.5 kDa reconnus par des sérums dirigés contre des extraits de
bradyzoites, et la présence d'une molécule de 43 kDa de bradyzoites reconnue par des sérums
dirigés contre le tachyzoite. Ces travaux ont été confirmés par TOMAVO et al., (1991), qui
démontrent la présence de deux antigénes de surface communs au bradyzoite et au tachyzoite:
P43 et P23. Enfin, des antigénes de rhoptries de 55 et 60 kDa sont également communs aux

différents stades, tachyzoite, bradyzoite et sporozoite (SADAK et al., 1988).
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F L EPONSE TMMUNE NTRE T. NDII

Au cours de l'infection par T. gondii, 1a réponse immune fait intervenir 2 la fois des
mécanismes humoraux et cellulaires. La part respective de chaque type de mécanisme est encore
mal connue et dépend surtout de 1'hdte considéré, bien que la part prépondérante de 1'immunité A
médiation cellulaire soit généralement admise (REMINGTON et KRAHENBUHL, 1982;
JOHNSON, 1990). La résistance 2 la réinfection, bien établie chez 'homme immunocompétent,
a été observée également dans de nombreuses espéces de laboratoire dont la souris, le lapin, le
hamster, et le singe rhésus. Cette résistance apparait 2 3 4 mois aprés l'infection initiale, mais
n'élimine pas les parasites de la primoinfection: c'est une immunité non stérilisante encore

appelée immunité de prémunition.

F, LA RE M TION IR
ELL Mi cvid le Ia ré 2 médiati Hulai

L'immunité 2 médiation cellulaire au cours de la toxoplasmose peut étre détectée in

vitro et in vivo.

In vivo, on peut mettre en évidence une réaction d'hypersensibilité retardée (HSR), vis-a-vis
d'un antigéne total de T. gondii. Cette réaction a été décrite chez 'homme par FRENKEL
(1948), ainsi que dans de nombreux modeles animaux. Elle peut apparaitre tardivement,
plusieurs mois 2 plusieurs années apres l'infection initiale (REMINGTON et KRAHENBUHL,
1982). Chez I'homme ce type de réponse peut étre provoqué par un test cutané d'injection
d'antigenes toxoplasmiques et reflete la présence d'une infection chronique. Une modification
du test cutané utilisant des exoantigénes parasitaires a permis d'en augmenter la spécificité et la

sensibilité (ROUGIER et al., 1985).
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In vitro, la prolifération lymphocytaire vis-a-vis d'antigénes de Toxoplasma gondii a
pu étre observée par le test de transformation lymphoblastique (TTL).
Chez I'homme, plusieurs études ont été réalisées A l'aide d'extraits antigéniques totaux ou
d'antigénes excrétés-sécrétés par le parasite (KRAHENBUHL er al., 1972; HUGHES et al.,
1985). Différentes études ont démontré que les lymphocytes T de certains patients en phase
aigué de la toxoplasmose proliferent moins en réponse a l'antigéne 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 deés 1 & 3 mois apres l'infection, mais
cette réponse est présente chez l'ensemble des sujets 4 partir d'l an (MADDISON et al., 1979;
ANDERSON et al., 1979), et peut persister tres longtemps (au moins 20 ans).
Cette méthode posséde un intérét dans les cas de toxoplasmose congénitale puisqu'elle peut &tre
appliquée A des enfants d4gés de moins d'un an (WILSON et al., 1980), bien qu'une absence
totale de prolifération vis a vis d'antigenes de 7. gondii puisse étre néanmoins observée dans
certains cas (McLEOD et al., 1985). Enfin, une réponse proliférative importante vis-a-vis de
'antigéne P22 a été décrite chez des patients présentant une toxoplasmose oculaire

(NUSSENBLATT et al., 1989).

L ité

La réponse contre T. gondii fait intervenir un grand nombre de populations
cellulaires effectrices, parmi lesquelles les macrophages et les lymphocytes T jouent un role
prépondérant, mais implique également les plaquettes et les cellules NK. De nombreuses

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

cependant I'IL2 et I'IFN y semblent jouer un rdle prépondérant au cours de I'immunité (Figure .
11). Un grand nombre d'équipes se sont attachées 2 I'étude approfondie de cette réponse afin de

comprendre le rdle respectif de chaque type cellulaire.
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E 0 I ivité ph ire: n

Dans les macrophages, la pénétration de toxoplasmes opsonisés entraine la mort
intracellulaire du parasite. Des parasites préalablement traités par du sérum décomplémenté de
souris immune ou par des anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes de surface du
parasite sont phagocytés par les macrophages. On observe alors une fusion entre la vacuole
parasitophore et les lysosomes entrainant une acidification de la vacuole et la destruction des
parasites (JONES er al., 1972a et b et 1975; ANDERSON et al., 1976; SETHI et al., 1981;
HAUSER et REMINGTON, 1981). Des mécanismes dépendant de 1'oxygene sont impliqués
dans la destruction des parasites par les macrophages. Ces mécanismes entrainent la production
de métabolites spécifiques dont le radical OH® et 1'anion superoxyde qui sont actifs sur 7. gondii
(MURRAY er al., 1979; HUGHES, 1988). Au cours de la phagocytose de toxoplasmes
opsonisés 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-3-vis de tachyzoites vivants non

opsonisés, varie selon les espéces:

L'entrée de toxoplasmes vivants dans des macrophages de souris saine n'entraine 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 génération de radicaux libres (WILSON et al., 1980). Des
macrophages de souris infectées exercent par contre une action statique ou lytique vis-a-vis des
parasites avec implication de processus oxydatifs (MURRAY et al., 1979).

Chez le rat et 'homme, naturellement résistants 2 l'infection par T. gondii, les macrophages
alvéolaires et péritonéaux tuent les toxoplasmes sans qu'il y ait besoin de stimulation préalable,
par des mécanismes essentiellement non oxydatifs (MURRAY et al., 1985; McCABE et
REMINGTON, 1986; CATTERALL et al., 19860 et 1987).
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En conclusion, la destruction des parasites dans les macrophages peut donc provenir de deux

mécanismes différents, oxygene-dépendant et oxygene-indépendant, le premier mécanisme

semblant néanmoins prépondérant.

Enfin, les tachyzoites sont capables de proliférer dans 25 A 35% des neutrophiles

humains (NAKAO et KONISHI, 1991a et b). Par contre, 1'opsonisation des parasites entraine

rapidement leur mort dans ces cellules.

EL2.b. Role des lymphocytes et des lymphokines

Le rdle primordial des lymphocytes dans l'immunité protectrice a été établi dés 1967
par FRENKEL. Le transfert de cellules spléniques ou ganglionnaires d'un hamster immun a
d'autres hamsters induit une protection significative contre une infection léthale par T. gondii..
Le transfert passif de cellules thymiques de souris normales a des souris athymiques "nude”
confere a ces dernieres une résistance contre I'infection (LINDBERG et FRENKEL, 1977). Le
transfert de lymphocytes T non spécifiques provenant de rats euthymiques chez le rat "nude”,
permet aussi de restaurer la résistance a 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 a vis
de la souche modérée C56, et d'établir la participation des cellules L3T4* (CD4¥) et Lyt2+
(CD87) dans la résistance 2 l'infection (SUZUKI et REMINGTON, 1988a; NAGASAWA et
al., 1991). Ces travaux ont été confirmés récemment par d'autres auteurs (GRAZINELLI et al.,
1991; ARAUJO, 1991) montrant que les lymphocytes T CD4+ participeraient au développement
d'une résistance au cours de la vaccination par le mutant ts-4 de 7. gondii, et pendant la phase
aigué de la toxoplasmose, tandis que les lymphocytes T cytotoxiques CD8* seraient impliqués

dans le maintien de 1'immunité protectrice (KHAN et al., 1991; NAGASAWA et al., 1991).
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Ces 2 types cellulaires interviendraient dans le contrdle de la formation des kystes (BROWN et
Mc LEOD, 1990; PARKER et al., 1991).

D'autre part, les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ humains ou murins sont impliqués dans ia
lyse directe de tachyzoites extracellulaires (KHAN er al., 1988b, 1990). Chez I'homme et la
souris, les cellules T CD8% cytotoxiques sont également impliquées dans la destruction de

parasites intracellulaires (YANO et al., 1989; SUBAUSTE et al., 1991; KASPER et al., 1992).
Parmi les différentes lymphokines, I'interféron ysemble jouer un role prépondérant

dans la résistance a l'infection (SUZUKI et al., 1988b). Chez la souris, l'interféron y endogéne

semble étre impliqué dans la prévention de I'encéphalite toxoplasmique (SUZUKI et al., 1989).
D'autre part, l'injection d'interféron yrecombinant prévient la mort des animaux par

toxoplasmose aigué (McCABE et al.,, 1984). Le traitement par l'interféron y de souris
chroniquement infectées, réduit significativement la réponse inflammatoire dans le cerveau

(SUZUKI et al., 1990b). D'autre part, un traitement par un anticorps monoclonal anti-interféron
ysupprime l'immunité conférée par les cellules T CD8* de souris vaccinées par le mutant ts-4

(SUZUKI et REMINGTON, 1990a). Enfin, le rdle protecteur de l'interféron y a été confirmé
dans un modele d'infection de la souris par 1200 kystes de la souche 76K par voie orale, et

¢galement dans le modele expérimental du rat "nude" (BENEDETTO et al., 1991).

Chez 'homme, l'interféron y semble étre également impliqué dans l'inhibition de muitiplication
des toxoplasmes dans les fibroblastes et ceci par la dégradation d'un acide aminé essentiel pour
la croissance intracellulaire du parasite, le tryptophane (PFEFFERKORN et al., 1986). Ce rdle
n'a cependant pas été confirmé 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).
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Le TNF a ( Tumor necrosis factor) n'augmente pas non plus l'activité des macrophages (DE

TITTO ez al., 1986), mais induit une protection significative chez la souris en synergie avec

d'autres lymphokines, notamment 1'IL1 acet I'lL1 B (CHANG et al., 1990).

Enfin I'IL.2 pourrait intervenir en réduisant le nombre de kystes dans le cerveau et la
mortalité chez des souris infectées par une dose léthale de T. gondii. Cette réduction semble
corrélée A une augmentation de l'activité des cellules NK (Natural killer) (SHARMA et al.,
1985). Chez le rat, l'effet protecteur de I'IL2 serait plutdt 1ié A l'activation des cellules LAK

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

E.L2.c Role des cellules NK

La participation de ces cellules dans I'immunité vis-a-vis de T. gondii reste trés
controversée et mal connue. Pour certains auteurs, des cellules NK de souris infectées 3 jours
auparavant par des tachyzoites 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'opposé, les travaux de HUGHES ez al., (1988) ne montrent pas

d'activité léthale pour cette population cellulaire vis-3-vis du parasite.

ElL2.d. Role des plaquettes

Les plaquettes de rats infectés ou immunisés par les antigénes ES, et portant un grand
nombre d'IgE de surface sont capables de conférer par transfert passif une protection 2 des rats
"nude" infectés par une dose léthale 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 impliqué dans cette cytotoxicité plaquettaire.
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F.JIL1. ROl |

Bien que l'infection par T. gondii soit accompagnée de la production d'anticorps
spécifiques d'isotypes différents, on ne connait pas la part exacte de cette réponse dans
l'immunité. Des 1966, HULDT a immunisé des lapins avec des toxoplasmes tués par la chaleur;
bien que des titres élevés en anticorps aient été obtenus, ces lapins n'ont pas résisté & une

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

anticorps dans la protection a surtout été étudiée par transferts passifs d'anticorps dans différents

modeles expérimentaux, tels que la souris, le rat "nude”, le lapin et le cobaye.

EILLa Etud : s d'anti

Chez la souris, le transfert passif d'anticorps spécifiques n'a pas permis d'obtenir une protection
significative lors de l'infestation par une souche virulente de 7. gondii (FOSTER et al., 1968;
GILL et al., 1970), par contre une protection significative a été obtenue contre des parasites de

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

De plus, le traitement de souris par un anticorps anti p qui inhibe la formation
d'anticorps, entraine 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
élimination 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 démontré par transfert passif le rdle
protecteur d'anticorps dirigés contre des antigénes excrétés-sécrétés par le parasite. Le role des

anticorps d'isotype IgE au cours de cette protection a été souligné (RIDEL et al., 1988).
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E.ILLb. Princi cani 'action d .

Les anticorps peuvent agir en détruisant les parasites avant ou aprs leur entrée dans
la cellule-hote et ceci par différents mécanismes: le premier, démontré par SABIN en 1948, est
la lyse dépendante du complément ou "Dye-Test" dont nous avons déja parlé. Un second
mécanisme, 'opsonisation, permet la phagocytose des parasites et leur destruction au niveau des
macrophages. De plus, les anticorps participent & d'autres mécanismes indirects appelés
mécanismes d'ADCC (antibody-dependent-cellular-cytotoxicity) consistant A "armer” certaines
cellules (macrophages, plaquettes...), qui interviennent dans la lyse de parasites. Enfin, la
présence d'une forte réponse anticorps, pourrait limiter la dissémination en favorisant la

formation des kystes (BRINKMAN et al., 1987).
F.IL2. Ré i I licati i r

Des 1948, SABIN et FELDMAN, ont mis en évidence grice au Dye-test la présence
d'une réponse anticorps chez les patients infectés par T. gondii.
La toxoplasmose induit une réponse polyisotypique (IgM, IgG, IgA, et IgE) . Chez I'homme, la
détection des anticorps IgM et IgG constitue jusqu'a maintenant la base des méthodes de

diagnostic classiques.

F.IL2.a. Détection de la ré : i 1oG et [eM

Les anticorps IgM apparaissent des le 7 M€ jour aprés I'infection. Cette réponse
atteint un maximum en quelques semaines et diminue par la suite. Ces anticorps peuvent
persister pendant de longues périodes chez certains individus (KONISHI, 1987).

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

et atteignent un plateau vers la 6 €me gemaine. Puis le titre en anticorps décroit pendant plusieurs
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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 sérums
humains de phase aigué et chronique contiennent des anticorps d'isotype IgG et IgM dirigés
contre de nombreux antigénes de poids moléculaires apparents compris entre 115 2 6 kDa.
Néanmoins, les anticorps IgG de sérums de phase aigué reconnaissent préférentiellement un
antigéne de 35kDa et les anticorps IgM un antigene de 6 kDa (SHARMA et al., 1983;
PARTANEN ez al., 1983, POTASMAN er al., 1986, SUZUKI et al., 1988c). Enfin, une étude
concernant les différents sous-classes isotypiques chez I'nhomme a souligné la prédominance

des IgG1 dirigées contre 1'antigene P30 au cours de l'infection (HUSKINSON et al., 1989).

F ion 0

Des 1982, PINON er al., démontrent par la technique des pics E.L.LF.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 méme année, ['intérét des IgE au cours de la toxoplasmose est
¢galement évalué (BESSIERES-CATHALA, 1982). Les derniers travaux de PINON et al.,
(1987,1990) démontrent que les anticorps d'isotype IgE, d'apparition précoce sont détectés
chez 86 % des patients infectés et dans les sérums d'enfants présentant une toxoplasmose
congénitale, 2 la naissance et au cours de la premiére année de la vie.

Pendant la derniere décade, de nombreux auteurs se sont intéressés 2 la cinétique

d'évolution des anticorps [gA. Les IgA spécifiques sont détectées précocément dans le sérum
d'infections humaine et expérimentale et disparaissent généralement en 3 3 9 mois chez I'homme

(SEGUELA, 1982). Certains travaux décrivent l'apparition des anticorps IgA comme
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immédiatement postérieure A 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'immunités anciennes. La mise en évidence
d'une forte réponse IgA contre l'antigéne P30 a conduit 2 la mise au point d'un test
d'immunocapture IgA et 2 la confirmation de la présence de cette réponse au cours de la
toxoplasmose aigu€ (DECOSTER et al., 1988a, 1991, 1992). Un autre test d'immunocapture
L.S.A.G.A. (Immunosorbent agglutination assay) permet aussi la détection d'IgA dans le sérum
et le liquide céphalorachidien (PINON et al., 1986b).

Lors de la toxoplasmose congénitale, I'absence de passage transplacentaire des IgA maternelles,
et la synthése in utero d'IgA par le foetus infecté permettent d'ores et déja d'améliorer le
diagnostic précoce de l'infestation de 1'enfant par la détection d'IgA spécifiques. Actuellement,
la détection des IgA parfois en absence d'IgM, permet d'établir un diagnostic précoce de

l'infection congénitale (LE FICHOUX et al., 1987; DECOSTER et al., 1988a, 1991, 1992).

G. LES ANTICORPS D'ISOTYPE IzA DANS L'IMMUNITE

Il y a aujourd’hui presque 30 ans que le concept d'un systeme immun muqueux fut
développé (CHODIRKER et TOMASI, 1963). Ce concept était basé sur des études concernant
le contenu des différents liquides biologiques, avec l'observation frappante que I'IgA
représentait I'isotype majeur au niveau des sécrétions baignant les muqueuses. De plus, les IgA
sériques étaient différentes des IgA sécrétoires et contenaient un constituant supplémentaire, la
piece sécrétoire, impliqué dans le transport de ces IgA particulieres (TOMASI et al., 1965).
Depuis, on a démontré que chez certaines especes, les compartiments systémiques et sécrétoires

sont tres nettement indépendants:

Chez Lhomme, la majorité des IgA du sérum est produite en premier lieu dans la mo€lle osseuse
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et n'intervient pas de fagon significative dans les sécrétions externes (KUTTEH et al., 1982),
tandis que les IgA trouvées dans la plupart des sécrétions sont produites par des plasmocytes

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

Chez d autres espéces, notamment le rat et la souris, le métabolisme est quelque peu différent
et la présence d'IgA au niveau de certaines sécrétions serait le résultat d'un transport
d'immunoglobulines provenant du sérum (HALSEY er al., 1980; FISCHER et al., 1979;
DELACROIX et al., 1985).

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

G.LL Les IgA séri

Les IgA sériques sont constituées d'un assemblage de 2 chaines lourdes et de 2

chaines légeres (x ou A). Chez I'homme, il existe deux sous-classes d'IgA, les IgA1 et les IgA2

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

qui se différencient au niveau de la région charniére ("Hinge region") de la chaine lourde par la

présence d'une délétion de 22 acides aminés sur 365 dans le cas de 1'TgAj et par leur

composition en glycanes. L'IgA posséde deux allotypes IgA7 (1) et IgA7 (2) différents par la

position des ponts disulfure.

L'IgA1 prédomine largement dans le sérum et les muqueuses, bien que les taux d'IgA2 soient
nettement augmentés A ce niveau. La concentration sérique de I'IgA est d'environ 3g/1 pour
12g/1 d'IgG, mais comme les IgA sont catabolisées 5 fois plus vite, les taux de synthése
semblent donc équivalents. Chez d'autres espéces, notamment le rat et la souris, les taux d'TgA

sériques sont beaucoup plus faibles et les IgA prédominent sous forme polymérique.
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A. Comparaison des différentes immunoglobulines humaines
(D'aprés KERR, 1990)

;\‘Aine légere

chaine lourde

chaine J

B. Structure de I'lgA sécrétoire
(D'aprés TOMASI, 1989)

FIGURE 12
STRUCTURE DES IgA



58

Glz I I! P rlo

Les sécrétions externes contiennent des formes dimériques et tétramériques associées
a un polypeptide J et 2 un composant sécrétoire. La molécule d'IgA sécrétoire est le produit de
deux cellules différentes: les plasmocytes qui produisent 1'IgA avec la chaine J et les cellules
épithéliales qui produisent la piéce sécrétoire.
Le polypeptide J est également associé aux IgM polymériques. Sa production s'effectue dans
des cellules B immatures, mais la synthese est nettement augmentée dans les cellules B matures
apres contact antigénique. Son assemblage avec les IgA et les IgM survient tardivement,
probablement juste avant la sécrétion. La chaine J se lie 2 I'avant-demniere cystéine de l'extrémité
C terminale. Cette fixation permettrait & la molécule d'adopter une conformation qui faciliterait la
bonne interaction avec la piéce sécrétoire (TOMASI, 1989).
Le récepteur pour les IgA polymériques est une protéine membranaire située 2 la surface des
cellules épithéliales. Son clivage libére la partie ectoplasmique qui entre dans la composition des
IgA et IgM sécrétoires et est également retrouvée comme glycoprotéine libre présente dans les
sécrétions 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 possédent une
demi-vie assez courte. Les IgA possédent néanmoins d'autres propriétés importantes telles que

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

possédant un récepteur Fco. Les IgA humaines peuvent notamment se fixer sur les neutrophiles,
les lymphocytes B et T (Revue par MESTECKY et McGHEE, 1987) et les €osinophiles
(CAPRON et al., 1988).
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IgA Sécrétoires Sériques
Forme Polymere Monomeére
Sédimentation 118 78
Poids moléculairé 390000 165000
Piéce sécrétoire + -
Chaine J + .
IgA1 50-75% 80-90%
IgA2 25-50% 10-20%

A. PROPRIETES DES IgA HUMAINES

Poids concentration fixation du transfert 1/2 vie
moléculaire sérique complément | placentaire (jours)
en kDa mg/ml
+
Rat 160-320 0,03-0,05 Voie alterne - 1,1
: +
Souris 160-400 0,4-1,3 Voie aiterne - 1,3
Homme 165 -390
IgA1 2-3 + - 5a6
IgA2 0,3-0,5 Voie alterne -

B. COMPARAISON ENTRE IgA DE DIFFERENTES ESPECES

TABLEAU 1
PROPRIETES ET DISTRIBUTION DES IgA
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G.IL LE SYSTEME IMMUN MUQUEUX

Chez les mammiferes, les tissus lymphoides associés A l'intestin (GALT:
gut-associated lymphoid tissues) et les tissus lymphoides associés au syst®me respiratoire
(BALT: bronchus-associated lymphoid tissues) sont des sites majeurs inducteurs d'IgA
conduisant a la production d'TgA dans les sécrétions externes. Ce systéme a été appelé systéme
immun muqueux (Figure 13A). Il peut étre subdivisé en sites inducteurs d'IgA et en sites
effecteurs ou il y a synthése d'IgA. Les antigénes inhalés ou ingérés sont captés par ces tissus
spécialisés (BALT et GALT). La stimulation de précurseurs B au niveau du GALT lors de
l'ingestion de l'antigéne conduit a la dissémination de cellules B et T vers les sites effecteurs tels
que la lamina propria, et de nombreuses glandes sécrétoires. Les sites inducteurs d'IgA sont
classiquement représentés au niveau du GALT par les plaques de Peyer, l'appendice, et de petits
nodules lymphoides (Revue par MCGHEE et al., 1992).

La plaque de Peyer contient une région, appelée dome, enrichie en lymphocytes et
macrophages. Ce dome est couvert par un épithélium renfermant de nombreuses cellules M
("microfolded") spécialisées dans la capture de l'antigéne. L'antigene est ensuite présenté au
tissu lymphoide sous-jacent contenant une zone B riche en lymphocytes B possédant des IgA de
surface, et une zone T renfermant majoritairement des lymphocytes T CD4+ (environ 65% des
lymphocytes T) favorisant 1'élaboration de réponses IgA (Figure 13B). On y trouve également
des lymphocytes T CD8* (environ 25% des cellules T) précurseurs de lymphocytes T
cytotoxiques, et également des macrophages et des cellules dendritiques. Aprés 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 CD8+
(environ 30% des cellules T), les lymphocytes B stimulés par l'antigeéne et différenciés en '

plasmocytes producteurs d'IgA (environ 90% des plasmocytes).
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FIGURE 13
LE SYSTEME IMMUNITAIRE MUQUEUX
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G.IIL REGULATION DE LA REPONSE IgA PAR LES LYMPHOCYTES T

La dépendance lymphocytaire T de la réponse IgA a été suggérée pour la premiere
fois par le fait que des souris athymiques ne présentaient que de faibles taux d'TgA (LUZZATI et
JACOBSON, 1972). Puis ELSON et al., en 1979, ont montré que la réponse IgA était régulée
par des lymphocytes T présents en grande quantité au niveau des plaques de Peyer. Des
lymphocytes T suppresseurs existant A ce niveau peuvent migrer vers les tissus périphériques ol
ils provoquent une absence de réponse: c'est la tolérance par voie orale. Cet effet peut étre
supprimé par l'intervention de cellules contrasuppressives permettant au contraire d'augmenter
la réponse immune (Figure 14A).

Les cellules T "helper” de plaques de Peyer stimulées par la concanavaline A suppriment les
réponses IgG et IgM, mais favorisent la production d'TgA par des cellules B activées d'origine
splénique ou de plaques de Peyer. Par contre des cellules T "helper” de la rate activées par le
méme mitogéne, suppriment au contraire les réponses IgA.

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

plaque de Peyer (Figure 14B):

- des cellules T de commutation (‘switch’) qui permettent l'induction préférentielle de cellules
B portant des IgA membranaires, mais n'induisent pas la différentiation terminale des cellules B

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

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

1989).
- d'autres cellules T CD4* exprimant des récepteurs Fc o seraient impliquées dans I'induction

spécifique de la réponse [gA. Les récepteurs Fc o ont €t€ mis en évidence sur des cellules T

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

binding factor). Le 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 réponse IgA et une faible concentration permettant au contraire, une

augmentation de cette réponse (KIYONO et al., 1985).

Chez la souris, les cellules T CD4+ peuvent étre différenciées en TH1 et TH2 (T helper 1 et 2)
selon les cytokines qu'elles sécrétent (MOSMANN et al., 1989). Ces deux types de
lymphocytes T sont présents dans les sites inducteurs et effecteurs d'IgA. Cependant, les sites

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

IL10, que de cellules TH1 sécrétant de 'IL2, de I'TFN yet du TNF B. Dans les sites inducteurs
d'IgA par contre, on note une égale distribution des populations TH1 et TH2 (TAGUCHI ez
al., 1990). L'ILS et IL6 agissent en induisant la synthese d'IgA (McGHEE et al., 1989;
BEAGLEY, er al., 1988, 1989). L'ILS agit sur des cellules déja engagées vers la production
d'IgA et provoque donc la différenciation terminale de ces cellules (HARRIMAN et al., 1988;
SCHOENBECK et al., 1989). L'IL6 induit également la différenciation terminale des cellules B

et apparait A ce niveau deux A trois fois plus efficace que I'TLS (BEAGLEY et al.,1989).

Chez le singe rhésus, il semble peu probable que les cellules T des sites effecteurs et inducteurs
d'IgA représentent une population homogene de cellules analogues aux TH1 et TH2 murins. La
capacité de ces cellules 2 produire et A utiliser les différentes lymphokines semble étre davantage

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

Enfin, chez [homme, on a pu montrer dans un modgle in vitro, permettant une différenciation
des cellules B en absence de cellules T, que la commutation isotypique (switch) des cellules B

portant des IgD de membrane vers des cellules engagées dans la production d'IgA survient aprés

coculture en présence de TGF B et d'un anti-CD40 (marqueur présent sur les lymphocytes B).
Le signal nécessaire pour la croissance et la différenciation de ces cellules B serait par contre

I'TL10 (DEFRANCE et al., 1992).
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G.IV. FONCTIONS CONNUES DES IgA

Le role des IgA sériques est encore inconnu bien que ce type d'anticorps soit retrouvé
au cours de nombreuses infections. Le rdle des IgA sécrétoires a fait par contre l'objet de
nombreux travaux. Dans les sécrétions, les IgA sont prédominantes sous forme dimérique et
tétramérique et agissent dans un environnement riche en enzymes protéolytiques
(MAGNUSSON et al., 1982). Ceci leur confere des avantages non négligeables par rapport aux
autres immunoglobulines présentes au niveau des muqueuses. La formation de complexes entre
'antigéne et I'IgA sécrétoire limite la pénétration de cet antigéne 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 vi

L'importance de ce mécanisme a été souligné dans la prévention de I'infection (Revue
par OGRA et al., 1989). Les IgA sécrétoires sont particulierement efficaces dans la
neutralisation des virus. Ceci a été montré 2 l'aide d'études réalisées sur le virus Influenza A. En
effet, au cours de cette étude, les IgA sécrétoires se sont révélées plus efficaces que les IgA
monomeres ou les IgG, en empéchant la pénétration de virus dans les cellules (TAYLOR et al,

1985).
G.IV.2. Foncti ibactéri

Des IgA sécrétoires spécifiques sont produites au cours de nombreuses infections

bactériennes. Leur rdle possible dans I'inhibition de I'adhérence des bactéries aux cellules
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épithéliales muqueuses (WILLIAMS et GIBBONS, 1972 ; FUBARA et FRETER, 1973) et
dans l'opsonisation de bactéries (BOHNSACK et al., 1989) est connu, Les IgA peuvent de
plus limiter la croissance des bactéries en agissant en synergie avec la lactotransferrine.
Néanmoins, elles peuvent empécher 1'adhérence d'entérobactéries aux cellules épithéliales par
des mécanismes indépendants de leur activité spécifique 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 possédant un récepteur

Fca. L'activité antibactérienne de monocytes et de lymphocytes des muqueuses et des organes
lymphoides ainsi armés grace 2 la fixation de I'IgA sécrétoire peut tre augmentée dans des
mécanismes de cytotoxicité anticorps-dépendants (ADCC) (TAGLIABUE, 1984).

Un effet neutralisant des IgA sécrétoires vis & vis d'enzymes et de toxines bactériennes a
également été prouvé (FUKUI et al., 1973). Enfin, il a été démontré que des IgA salivaires
spécifiques dirigées contre Streptococcus mutans sont responsables de la réduction du nombre

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

G.IV.3. Foncti i itai

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 sécrétoires dans ces maladies reste encore mal

définie, voire inconnue.

EN CONCLUSION, toutes ces données soulignent I'intérét de I'étude précise de la réponse
anticorps IgA (induction et cibles antigéniques) et des différents mécanismes effecteurs induits

au cours de la toxoplasmose.
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MATERIEL ET METHODES
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I. SOUCHES DE T. GONDII

I he RH

Cette souche pathogéne 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.

A I'Institut Pasteur de Lille, cette souche est entretenue par passages successifs sur souris
OF1. Les tachyzoites sont récupérés par lavage intrapéritonéal dans du milieu RPMI 1640
(Gibco, Pleasanton, CA., USA). La suspension de tachyzoites est ensuite filtrée sur
membrane de polycarbonate de porosité 3um Nuclepore (Nuclepore Corp., Pleasanton,
USA) afin d'éliminer les contaminants cellulaires murins. Les tachyzoites ainsi récoltés
servent également a I'ensemencement de cultures de cellules humaines Hep-2 (carcinome

de larynx). Une culture massive de tachyzoites peut ainsi étre obtenue en 4 a 6 jours.

L2. L he 7

Cette souche a été isolée du cerveau d'un cobaye mort aprés son arrivée 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 homogénéisés dans un tube de Potter d'environ
20ml (Thoma, Penn., USA). Les kystes sont ensuite comptés au microscope puis
l'entretien de cette souche est assuré par inoculation intrapéritonéale de 25 kystes tous les

deux mois a des souris OF1.

I REPARATION DES EXTRAITS ANTIGE DE T NDII

Les tachyzoites sont récupérés et filtrés sur papier Whatman, puis lavés 2 fois en tampon



69

PBS 0,01M, pH 7,4 centrifugés a 1000g pendant 15 minutes. Le culot parasitaire est
remis en suspension dans de I'eau distillée 2 une concentration finale de 6x 108 tachyzoites
par ml en présence de 1% de PMSF (fluorure de phényl méthyl sulfonyle, Sigma, Dorset,
Grande-Bretagne). Cette suspension est soumise a un traitement aux ultrasons de 4 fois 1
minute, suivi d'une congélation a -20°C et d'un passage sur une X-Press (LKB, Uppsala,
Suede). La suspension finale est centrifugée 2 heures & 36000g. Le surnageant recueilli est

utilis€é comme source d'antigénes toxoplasmiques solubles aprés addition 100 U/ml

d'aprotinine (Sigma, Dorset, Grande-Bretagne). Cette fraction est dénommée Sj.

Le culot contenant les antigénes membranaires est traité par addition d'un détergent, le
3-((3-cholamidopropyl)-diméthylammonio)-propansulfonate, ou CHAPS (Fluka, Buchs,
Suisse) 9,7mM en tampon PBS 0,01M pH 7,2. Ce traitement s'effectue dans un volume
de 5Sml d'une solution contenant également des inhibiteurs de protéases, PMSF 0,04mM,

EDTA 0,25mM (acide éthyléne diamine tétraacétique, Prolabo, Paris, France), TLCK

0,2mM (N-o-p-tosyl-L-lysine chlorométhyl cétone), (Sigma, Dorset, Grande-Bretagne),
et TPCK 0,2mM (N-tosyl-L-phénylalanine chlorométhyl cétone), (Sigma, Dorset,
Grande-Bretagne). Ce mélange est mis en agitation sur une roue inclinée pendant une nuit
a4°C. Apres une centrifugation 2 12000g pendant 30 minutes, le surnageant contenant les
antigénes membranaires solubilisés est récupéré, filtré sur membrane Millipore de 0,22um

(Millipore corp, Bedford, MA., USA) et conservé a -70°C jusqu'a son utilisation.

I Préparation I'extrai
La fraction soluble S2 et la fraction d'antigénes membranaires sont dosées en protéines par
la méthode de PETERSON (PETERSON et al., 1977) puis mélangées en quantités de

protéines égales. Ce mélange constitue l'extrait total de tachyzoites.
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Des tachyzoites 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 & S6°C (Boehringer, Mannheim, Allemagne). Apres 3
heures d'incubation, les tubes sont centrifugés a 1000g pendant 15 minutes, les
surnageants sont filtrés sur membrane Millipore 0,22um (Millipore Corp, Bedford, MA.,
USA) puis additionnés de 1000 U/ml d'aprotinine avant leur congélation a -70°C. La
viabilité des parasites est vérifi€e avant et apres incubation par un test de coloration des
parasites morts a l'érythrosine B, selon la méthode décrite par JAFFE ez al., en 1984,
Brievement, 0,05ml de suspension de tachyzoites 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 étre égale ou supérieure 2 80% a la fin de l'incubation.

absence de calcium

Cet extrait est préparé selon la méthode décrite par SIBLEY er al., en 1986. Les

tachyzoites récupérés dans les lavages péritonéaux de 150 souris infectées 3 jours
auparavant par la souche RH sont récupérés en présence de Ca2+ dans une solution de
lavage Hanks/Ca2+ (CaCly 1mM, Héparine 10U/ml, HEPES 10mM) dans la glace. Les
parasites sont lavés 3 fois puis incubés pendant 30 minutes a 4°C dans 100 ml de tampon
de dissociation sans Ca2+ et sans Mg2+ (PBS 0,01M pH 7,2, Héparine 10U/ml, EDTA
0,1mM, DTT 0,ImM, PMSF 1ug/ml, TLCK 10pg/ml). Apres centrifugation des
parasites a 1000g, le surnageant est récupéré et centrifugé 5 fois a 1000g pendant 10
minutes pour le clarifier. Le dernier surnageant est fractionné par centrifugation a 10000g

pendant 1 heure puis a 100000g pendant 2 heures et contient alors les protéines solubles
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qui sont concentrées sur membrane Centricon 10 (Amicon, Danvers, MA, USA).

Cette préparation contient notamment les antigénes sécrétés de 28,5 et 27 kDa.

III, ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE DES PROTEINES DU
T PLASME

I | horé n lami ésen D
i écyl sulf

La séparation des différentes protéines est effectuée selon la méthode de LAEMMLI

(1970). Les échantillons sont préalablement chauffés a 100°C (2 fois 1 minute) en tampon

échantillon (Tris HC1 62,5mM pH 6.8, 10% de saccharose, 0,1% de bleu de

bromophénol avec ou sans B-mercaptoéthanol. Ces échantillons sont déposés sur un gel de
concentration A 5% d'acrylamide, puis séparés dans un gel résolutif 3 10 ou 13%
d'acrylamide préparée en tampon Tris HCI 0,75M pH 8,8. Des marqueurs de poids
moléculaire précolorés (BRL, Gaithesburg, MD, USA) permettent le suivi de la migration.
Celle-ci s'effectue en 16 2 18 heures a raison de 7mA par gel dans du tampon Tris a
0,025M (Merck, Darmstadt, Allemagne), Glycine 0,19M (Merck, Allemagne), SDS 2%
(Sigma, St Louis, MO, USA) a pH 8,3.

I11.2. Immunoélectrotransfert

Le gel d'électrophorése est démoulé et les protéines sont transférées 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,
méthanol 20%, pendant 3 heures & 60V ou 1 nuit & 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 sérums sont alors analysés et dilués au 1/50 pour le rat et la souris

et au 1/100 pour I'homme. Ces sérums sont incubés une nuit & 4°C, ou 2 heures a
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température ambiante. Apres 2 lavages en PBS 0,01M pH 7,2 suivi de 2 lavages en PBS
Tween 20 0,1%, les bandes de nitrocellulose sont incubées avec le second anticorps
approprié (Tableau 2) dilué en PBS 0,01M, lait 3% pendant 2 heures 2 1 nuit. Enfin,
apres de nouveaux lavages, la révélation des bandes s'effectue par addition d'une solution

contenant le substrat de la peroxydase (30mg de 4 chloro-1-naphtol dans 10ml de
méthanol froid, 40ml de PBS et 0,05ml de HpO» a 30%. La réaction est arrétée au bout de

30 minutes par addition d'eau distillée.

1IV. ETUDE DE LA REPONSE ANTICORPS 1 DANS LES MODELE
EXPERIMENTAUX

IV.1. Protocoles d'infection et d'immunisation des animaux

* Des lots de 10 souris OF1 mdles, de 2 mois et demi, ont été infectées par voie orale A
l'aide d'une sonde de gavage (Carrieri Instruments, Paris, France), par 100 kystes de la
souche 76K dans du PBS 0,01M ou par 100 kystes de la méme souche par voie
intrapéritonéale. Les groupes témoins du méme 4ge sont constitués par des animaux non
infectés. Le suivi de la cinétique est réalisé 2 fois par semaine jusqu'a J21 puis une fois

par semaine par la suite.

* Des lots de 5 rats Fischer mdles de 2 mois et demi ont été infectés par voie orale, par
1200 kystes de la souche 76K dans du PBS 0,01M avec une sonde de gavage
(Carrierilnstruments, Paris, France) ou par 1200 kystes de la méme souche par voie
intrapéritonéale. Le suivi cinétique a été réalisé de JO a J300 apres l'infection initiale. Les
témoins sont constitués par des rats ayant regu I'équivalent en broyat de cerveau de souris

non infectée.
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LISTE DES DIFFERENTS REACTIFS UTILISES

( Spécificité anticorps espece origine dilution A
Anti-lgA de rat (a—chaine specifique) Mab souris | Don du Dr Bazin 1/1000
(Brussels, Belgium)

Anti-lgG de rat (y-chaine specifique): chevre Kpl Gaithersburg 1/500
marqué peroxydase. Anticorps purifié (MD, USA)
Anti-lgE de rat (e-chaine specifique) Mab souris | Biosys. Compiégne, Fr. 1/1000
Anti-lgM de rat(p—chaine spécifique) Mab souris| Biosys 1/1000
marqué peroxydase
Anti-lgA de souris (ax-chaine spécifique)| chavre Kpl Gaithersburg 1/500
marqué peroxydase. Anticorps purifié
Anti-IgE de souris (s-chaine spécifique) | Mab rat Biosys 1/500
Anti-lgG(H+L) de souris: mouton Diagnostics Pasteur 1/500
marqué peroxydase. Anticorps purifié (Marnes la Coquette, Fr)
Anti-lgG(H+L) de chevre: ane ICN Immunobiologicals 1/500
marqué peroxydase. Anticorps purifié (Lisle,Israel)
Anti-lgG(H+L) de lapin: chévre Diagnostics Pasteur 1/500
marqué peroxydase. Anticorps purifié

J

TABLEAU 2
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Des lots de 5 rats Fischer males, de 2 mois et demi, ont ét¢ immunisés dans les mémes
conditions par les mémes antigénes, chaque injection correspondant cette fois A I'excrétion
d'environ 8x107 2 1x108 tachyzoites pendant 3 heures.

Dans les 2 cas les témoins sont constitués par des rats ou des souris n'ayant regu que

l'adjuvant.

IV.3. Anal Immuno-empreinte (''Dot-Blot"

Cette technique a été utilisée selon VELGE-ROUSSEL et al., (1989) avec quelques
modifications mineures. Des quantités données d'antigéne (3pg et 6ug pour l'analyse de
sérums de rat et de souris respectivement), sont déposées sur des bandelettes de
nitrocellulose. Les bandelettes sont ensuite saturées dans une solution de caséine a 0,1%
dans du PBS 0,3M, puis incubées avec les différents sérums dilués au 1/50. La réalisation
des différentes incubations comme la révélation des différentes bandes sont identiques a la

technique décrite pour l'électroimmunotransfert.

Y. R NSE IgA HUMAINE: A YSE DE SER HUMAIN

\% ér humain
Les sérums humains proviennent du laboratoire de I'hdpital Saint-Antoine a Lille et ont été
aimablement fournis par le Docteur Anne Decoster. Ils ont été préalablement analysés

selon les méthodes classiques de diagnostic détectant les I1gG et les IgM: test

d'hémagglutination indirecte avec ou sans B-mercaptoéthanol et immunofluorescence

indirecte.
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v M 'anti liode 1251
Cette méthode a été décrite par HUNTER et GRINWQOD 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 0,1mCi d'iode 1231. L'oxydation se fait par l'addition goutte a goutte de 0,05ml
de chloramine T (solution & 1mg par ml en tampon phosphate 0,5M pH 7,2) sous agitation
lente. La réaction est arrétée au bout de 1 minute exactement. par 1'addition de 0,05ml de
métabisulfite de sodium (solution a 2mg par ml en tampon phosphate 0,5M pH 7,2), en
une seule fois. La protéine marquée est séparée de 1iode libre par élution sur une colonne
de Séphadex G25 (PD10, Pharmacia, Uppsala, Suede) équilibrée au préalable par une
solution de PBS 0,01M en tampon phosphate pH 7,2 et comportant 0,3% de BSA
(Boehringer, Mannheim, Allemagne).

V.3, Techni fiai -
Un extrait antigénique total de T.gondii est adsorbé sur des plaques de polystyrene souple
(Falcon 3911, Beckton Dickinson, CA, USA) & raison de 1pg par puits, une nuit a
température ambiante. Les plaques sont ensuite saturées par une solution de PBS 0,01M
pH 7,2-1%BSA, 1 heure a température ambiante. Aprés deux lavages en PBS-Tween
0,1%, les sérums dilués au 1/50 sont ajoutés 2 heures a température ambiante. Apres 2
nouveaux lavages en PBS-Tween 20 0,1%, l'anti-IgA humain (MIAB) marqué & l'iode
1251 est ajouté a raison de 100000 cpm (1x100 cpm = 1uCi, rendement 50%) par puits

pendant 1 heure 30 minutes. Enfin, aprés 5 2 6 nouveaux lavages, les cupules sont

comptées individuellement au compteur ¥ (Type LKB-Wallac, Clinigammal272,

Finlande).
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A% D'ANTI M LONAUX PECIFIQUE
D NDI
VLI.1. Pr 1 'infection 'immunisation

VI I les d'infection
* Dix souris BALB/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 182me jour de

l'infection (hybridations cellulaires TG23 et TG24) et au 32eme jour de l'infection

(hybridations cellulaires TG2S et TG26).

* Dix souris BALB/c de 2 mois et demi ont été infectées par 75 kystes de la souche 76K
par voie orale a JO, puis J7 en association avec 10pug puis Sug de toxine cholérique
(Sigma) par souris. Les plaques de Peyer de tous les animaux ont été prélevées au 18&me

jour apres l'infection. Ce protocole correspond a I'hybridation cellulaire TG31.

VLLb: Pr les d'immunisation
Deux types de protocoles qui utilisent soit la toxine cholérique, soit le muradipeptide

(MDP, gracieusement obtenu du laboratoire Vacsyn-France), ont été élaborés:

* Immunisation en présence de toxine cholérique:

Dix souris BALB/c de 2 mois et demi ont ét¢ immunisées par voie orale aux jours JO, J7
et J14 soit par l'extrait antigénique total de T. gondii 2 raison de 100 pg par souris, soit
par 0,2ml d'antigénes ES (correspondant a l'excrétion de 1x108 parasites pendant 3
heures) concentrés 5 fois sur membrane Amicon 15000 (Amicon, Danvers, MA, USA).
Ces deux types d'antigénes ont été associés 2 la toxine cholérique utilisée 2 raison de 10ug
pour la premiere injection et de deux fois Sug pour les suivantes. Dans les deux cas,

toutes les plaques de Peyer des animaux ont été prélevées a J18 aprés le début de
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l'immunisation. Ces deux protocoles correspondent aux hybridations cellulaires TG29 et

TG30 respectivement.

* Protocole d'immunisation en présence de MDP (muradipeptide)

Des lots de 10 souris BALB/c de 2 mois et demi ont ét¢ immunisées 4 fois a 15 jours
d'intervalle par des préparations d'antigénes ES (correspondant a l'excrétion de 5x107
tachyzoites pendant 3 heures) concentrés également 5 fois sur membrane Amicon. Chaque
souris a regu 0,1 ml de cette préparation en association avec 0,1ml d'adjuvant incomplet
de FREUND (Difco) par voie sous-cutanée. Enfin, 3 a 4 jours avant d'effectuer le
prélevement des Plaques de Peyer, chaque souris a regu par voie orale Smg de
muradipeptide solubilisé dans du PBS 0,01M pH 7,2. Ce protocole correspond a
'hybridation cellulaire TG32.

V1.2. Hybridation cellulair élection hybri

V1.2.a. Milieux utilis€s

La composition des différents milieux utilisés figure dans le Tableau 3.

VI.2.b, Pr ion 1lul m

1 s'agit de cellules tumorales de souris BALB/c de type SP20O ISREC non sécrétantes
(SHULMAN et al., 1978). Ces cellules, déficientes en HGPRT (hypoxanthine
phosphoribosyl transférase) et sensibles au systtme de sélection de LITTLEFIELD
(1964), sont lavées 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.

V1.2 I ion lymph

Les lymphocytes des plaques de Peyer, de la rate ou des ganglions mésentériques sont
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Nature Compasitian Concantration Utilisation
MEM EAGLE KC1 400 mg/1  Culture en
MgSO4?7HZO 242.S susgensian
NaCl €300
NaHCO3 2000
NaH2P04_2HZO 1583
Glucose 1000

Rouge de phénol 17

MILIEU A Milieu OMEM 2 Culture des
4 x_lO'3M NaHCO, cellules
3,5 % AANE 2 myélcmatauseas
15 % SvF © et hybrides
100 [U/ml peni-
cillire
50 Hg/ml strep-
tomycine
pH 7.2 = 7,3
MILIEU HAT Milieu A contenant : Sélection des
1 x 107% M hypoxanthine hyorides callulzires

4 x 1074y aminoptérine
1,6 x 1077 M thymidine

MILIEU HT Milieu HAT sans aminop- Culturs des callules
térine hybrides (transi-
tion entre le milieu
HAT et le milieu A)

2 OMEM : milieu de Eagle modifié par Oulbecco & 4,5 g/1 de glucose
(Gibca, USA)

9 AANE : acide aminé non essentiel (GIBCO, USA)
© SVF : sarum de veau foetal décomplémenté par chaurfage(30 mn,25°C)

TABLEAU 3
COMPOSITION DES DIFFERENTS MILIEUX UTILISES EN CULTURE
CELLULAIRE
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récupérés stérilement aprés dissociation des organes et filtration sur un filtre de nylon
(Blutex, 90mailles/cm2: Fenvald Laboratories, Deerfield, IL, USA). Les cellules sont
lavées en milieu DULBECCO additionné de 2,5g/1 de NaHCO3, 50ug/1 de streptomycine
(Spécia, Paris, France) et 105 U/l de pénicilline (Spécia, Paris, France) puis sont

comptées en cellule de Thoma.

Vi ion 11 NOurTiCier

Afin d'assurer une meilleure croissance des hybrides et une élimination des débris
cellulaires, des cellules nourricilres, essentiellement constituées de fibroblastes et de
macrophages provenant de lavages péritonéaux de souris, sont distribuées dans des puits

de culture destinés a recevoir les cellules issues de la fusion.

VI1.2.¢. Fusion cellulaire

Les cellules sont mélangées selon un rapport de 1 cellule de myélome pour 5 cellules
lymphocytaires puis le mélange est centrifugé pendant 5 minutes & 400g. La fusion est
ensuite induite par addition goutte a goutte pendant 1 minute de polyéthylene glycol (PEG
1500, Boehringer, Mannheim, Allemagne). Puis on ajoute sous agitation douce 1ml de
milieu DULBECCO en | minute, puis 20ml en 4 minutes. La suspension est ensuite
centrifugée pendant 5 minutes a 400g et les cellules sont lavées afin d'éliminer le PEG. Le
culot cellulaire est repris par addition de milieu sélectif HAT (Hypoxanthine aminoptérine
thymidine) & raison de 2,5x104 2 5x104 cellules par ml. Celles-ci sont distribuées dans

des plaques de culture de 96 ou 24 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) qui sont alors
incubées a 37°C (atmosphere humide, 5% de CO7). Les premiers clones sont observés

apres le 7M€ jour de culture.



L'analyse et la sélection des différentes cellules hybrides s'est effectuée en deux temps par

une technique radioimmunologique. Les clones producteurs d'anticorps d'isotype IgA ont
tout d'abord €été sélectionnés vis-a-vis d'un anti-IgA (a) de souris (Sigma) adsorbé sur

plaques (1pug par puits) la révélation s'effectuant par l'anti-IgA (o) de souris marqué par
I'iode 12351. Puis, dans un second temps, les clones producteurs d'anticorps d'isotype IgA
spécifiquement dirigés contre un extrait antigénique total de 7.gondii adsorbé sur plaques

(1pg par puits) ont été révélés par le méme anti-IgA radiomarqué.

VI14. Clon hybri I rs_d'anticor i IgA

Les cellules hybrides positives sécrétant des anticorps IgA spécifiques ont été clonées par
la technique de dilution limite, dont le but est d'obtenir théoriquement 1 seule cellule par
puits de culture. Pour cela, 0,1ml d'une suspension & 10 cellules par ml sont distribués
dans chaque puits de culture contenant des cellules nourricieres. Au bout de quelques

jours, le milieu est renouvelé; on sélectionne a nouveau les puits présentant un seul clone.

V1.5, Vérification de l'isotype IgA des anticorps produits

Cette analyse a été réalisée sur des surnageants de culture des puits positifs clonés selon la
méthode 'OUCHTERLONY (1958). La réaction de double diffusion en gel d'Indubiose
1% (Indubiose A37, Industrie biologique frangaise) est réalisée sur des plaques de verre
de 5cm/Scm. On dissout 1g d'indubiose dans 100ml de tampon véronal sodique 1,6%
HCI pH 8,3, puis ce gel est coulé sur ces lames. Les puits sont réalisés a 1'emporte-piece.
Les puits périphériques contiennent des anticorps spécifiques des différents 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

différents anticorps (1mg/ml) sont dilués au 1/4 et 0,02ml de chaque réactif est déposé



81

dans le puits. La diffusion s'effectue pendant une journée a température ambiante, puis
une nuit & 4°C. Les lames sont ensuite citratées (Citrate de sodium, Merck, Allemagne)
pendant 30 minutes, lavées en eau déminéralisée pendant une nuit, puis séchées sur papier
Whatman et colorées par l'amidoschwartz.

iv 'anticor
Afin d'obtenir de grandes quantités d'anticorps monoclonaux, des liquides d'ascites sont
produits chez la souris BALB/c par injection de cellules hybrides. Deux méthodes
différentes ont €té utilisées. La premiere consiste & induire une tumeur sous-cutanée par
injection de 2 2 3x100 cellules hybrides par souris. Trois semaines 2 un mois plus tard, la
tumeur est prélevée, dissociée, les cellules sont récupérées, filtrées, lavées en milieu
DULBECCO avant d'étre réinjectées par voie intrapéritonéale a d'autres souris BALB/c.
La seconde technique consiste 2 sensibiliser des souris par injection de 0,5Sml de pristane
(2,6,10,14, tétraméthyl pentadécane, Sigma) par voie intrapéritonéale, ce qui favorise le
développement de liquide d'ascite. Environ 7 A 10 jours plus tard, 5x100 cellules hybrides
préalablement lavées sont injectées par voie intrapéritonéale. Puis 8 a 10 jours plus tard,
quelques ml de liquide d'ascites sont obtenus. Cette méthode présente l'inconvénient de
produire un matériel contenant un peu de pristane difficile a éliminer par la suite. La qualité

des différentes ascites produites est ensuite estimée par la technique radioimmunologique

classique.

V1.7 ractérisation n

hni radioimm i i yA
Les clones sont analysés vis-a-vis d'un extrait d'antigénes membranaires (Chaps) adsorbé
sur des plaques de polystyréne (1ug d'antigéne par puits), et vis-a-vis d'un extrait °

d'antigénes solubles (1pg d'antigene par puits). On utilise 0,1ml de surnageants purs et
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0,1ml de liquides d'ascites dilués au 1/1000 et au 1/2000 dans les conditions décrites

précédemment.

Vv Immuno- i 1 immun

Pour [immuno-empreinte, des dépdts d'antigénes ont été effectués sur de la
nitrocellulose a raison de 1,5ug, 1ug et 0,5ug d'extrait antigénique total, de Sug, 2,5ug et
lug d'extrait membranaire et d'extrait soluble, et de 1 pl d'antigeénes ES concentrés 2 fois

et de leur témoin (sérum de veau foetal) préparé dans les mémes conditions.

Pour [électroimmunotransfert, les premidres étapes sont identiques 2 celles décrites
précédemment. Les surnageants de culture sont utilisés non dilués. Afin d'augmenter la
sensibilité de détection, la derniére incubation est réalisée en présence d'un anti-IgA de
souris marqué a l'iode 1251 A raison d'environ 1x106 cpm par ml et par piste. La
nitrocellulose est lavée 10 fois par du PBS 0,01M-NP40 0,1% puis séchée et révélée par
autoradiographie (hyperfilm MP, Kodak).

VI Test d'i n re IgA anti-P i- hez 1 ri

Un anti-IgA de souris (Sigma) est adsorbé sur des plaques E.L.I.S.A. de 96 puits a une
concentration de S5pg/ml a raison de 0,1ml par puits, pendant 3 heures a 37°C puis une
nuit & 4°C. Apres 3 lavages en PBS 0,01M-Tween 20 0,4%, les plaques sont saturées

pendant 1 heure 30 minutes a température ambiante; Les surnageants préalablement dosés

en IgA totales grice 2 une IgA myélomateuse émoin du commerce A MOPC 315 (Sigma)
sont ajoutés purs pendant 1 heure & 40°C en incubateur sec. Cette IgA myélomateuse a
également été utilisée dans des concentrations compatibles avec le titre en IgA des
surnageants.

Puis apres 3 nouveaux lavages, l'antigéne (extrait membranaire "chaps”, dosé a 0,9mg/ml

de protéines) est ajouté A Sug/ml A raison de 0,1ml par puits, pendant une heure. Puis 3
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nouveaux lavages sont réalisés et on ajoute 0,1ml d'anticorps monoclonal anti-P30
(TG0S5-54) couplé a la peroxydase (Diagnostics Pasteur, Steenworde, France) au
1/3000me, soit 0,1ml d'anticorps monoclonal anti-GP28,5 (TG17-179) couplé a la
B-galactosidase (1/200 en PBS 0,01M gélatine 0,1%), pendant 1 heure a 40°C. Enfin,
apres 4 nouveaux lavages, le substrat de la peroxydase est ajouté pendant 30 minutes, et la
réaction arrétée par 0,1ml d'HCI 4N. La densité optique est lue a2 492 nm. Les résultats
sont exprimés apres soustraction de la DO du surnageant correspondant sans addition

d'antigéne.

VL.7. d. Réactions d'inhibition avec les peptides de 1a molécule P30

Les surnageants non dilués (0,1ml) sont préincubés pendant 1 heure a 37°C avec
différents peptides de la molécule P30 (48-67, 82-102, 213-230, 237-256, 279-295,
Figure 16) a raison de 10 pg de peptide par essai. Puis le mélange est déposé pendant 2
heures a 37°C sur des microplaques sur lesquelles est adsorbé un extrait antigénique total
du parasite. Apres 3 lavages en PBS-Tween 20 0,1% on ajoute l'anti-IgA de souris
(Sigma) marqué a l'iode 12571 pendant 1 heure 30 minutes. La lecture s'effectue au

compteur y.

VI8 Evaluation de Iactivité biolset | . |

VI.8.a. Test de lyse dépendante du complément

Ce test permet d'évaluer une activité biologique in vitro. Le "Dye test" a été développé en
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 méthyléne. 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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Différentes dilutions de liquides d'ascites sont réalisées en tampon PBS et des fractions de
0,05ml sont disposées par puit. Un témoin positif dirigé contre P30 (anticorps monoclonal
IgG TGOS5-54) est inclus dans le test. A ces dilutions sont ajoutés 0,05ml d'un mélange de
2 24x106 tachyzoites par ml en PBS 0,01M et de facteur "accessoire" humain (source de
complément externe). Les plaques sont ensuite incubées pendant 1 heure & 37°C puis
0,025ml d'une solution de bleu de méthyleéne 2 pH 11 sont ajoutés. Aprés une nouvelle
incubation d'une heure a 20°C, les parasites vivants sont comptés a l'aide d'un microscope
inversé au grossissement X400. Le titre correspond 2 la dilution ou 50% des parasites

sont vivants.

\Y Transfer if chez 1 s E

Des lots de 5 rats Fischer "nude" méles et femelles élevés a 1'Institut Pasteur de Lille ont
¢été utilisés. Ces rats regoivent par voie intraveineuse 1,5ml de liquide d'ascite IgA ou IgG
24 heures avant l'infection par 5x104 tachyzoites de la souche RH par voie
intrapéritonéale. Les groupes témoins sont constitués par des rats ayant regu une ascite
irrelevante IgA. Les témoins positifs de protection sont constitués par des rats traités par
1,5ml d'une ascite riche en anticorps monoclonaux IgG (TGO05-54) dirigés contre

l'antigéne majeur de surface P30.

\Y f if chez | ri

Le role des différents liquides d'ascites a été étudié chez la souris BALB/c male (2 mois et
demi) par transfert passif de 0,2ml de liquides d'ascites par voie intraveineuse. Différents
groupes de 10 souris ont été traités par les liquides d'ascites IgA TG25 AB11 et TG30
GD35, par le liquide d'ascite IgA irrelevante, et par le liquide d'ascite IgG TGO05-54
(témoin positif de protection). Le jour méme, les animaux sont infectés par 1200 kystes de
la souche 76K. Un dernier groupe représente les animaux infectés sans transfert passif

préalable.
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V1.8.d. Réalisation de tumeur -cutan hez la souris ("back-pack”

Les tumeurs ont été réalisées selon la méthode décrite par WINNER III er al., en 1991.
Des cellules hybrides préparées dans 0,5ml de milieu DULBECCO et correspondant aux
clones, IgA irrelevante, IgA TG25 AB11, IgA TG30 GDS5, et au clone IgG anti-P30 ont
€té injectées par voie sous-cutanée a des groupes de 8 souris BALB/c (2 mois et demi) 2
raison de 1x106 cellules hybrides par souris. Des essais préliminaires ont démontré que
ces souris meurent de leur tumeur en 38 a 42 jours apres l'injection de cellules hybrides.
Deux séries de protocoles ont €té réalisées en raison de la difficulté de définir le meilleur
moment pour l'infection. Celle-ci s'effectue par I'inoculation de 1200 kystes de la souche
76K par voie orale, avec une sonde de gavage. Dans ce modele, les premieres souris
témoins meurent dés le 88Me jour aprés l'infection. Clest pourquoi l'infection a été
réalisée soit au 7€Me soit au 218Me jour apres l'injection de cellules hybrides. Un groupe
témoin est constitué de souris uniquement infectées. Le détail des 2 protocoles utilisés est

donné ci-apres.

Nombre de JO J7 J14 Ja1 J28 J35 J42

jours mort
Protocole 1 T
Tumeur
Infection
Nombre de JO JI J14 J21 J28 J35 J42
jours mort
Protocole 2 T
Tumeur

Infection
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VL 9. Purification des f imér; : . l )

Une colonne de 75 cm de longueur, de 1,6 cm de diametre, de volume environ 150 ml a
ét€ remplie avec un gel de sépharose 4B (Pharmacia, Su¢de) permettant la séparation de
poids moléculaires compris entre 105 2 107kDa. Ce gel a permis la séparation des
molécules dimeres et monomeres d1gA. La séparation s'effectue en PBS 0,01M (débit de
18ml par heure, Pompe LKB). La calibration de la colonne a été réalisée A 1'aide de
protéines de poids moléculaire connu (DNP-Lysine 478 ; Ovalbumine 45000; Catalase
232000; Tyroglobuline 669000; Pharmacia, Suéde). Le liquide d'ascite (1ml 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 aprés le début de
I'élution grace a un collecteur recueillant environ 2ml par tube (Collecteur Pharmacia). La
densité optique des différentes fractions est ensuite évaluée par lecture 4 280 nm. Un gel &
7,5% de polyacrylamide est ensuite réalisé pour apprécier le contenu des différentes

fractions.

VIL CARACTERISATION D'EPITOPES T ET B DE L'ANTIGENE P30

VILL C : | i héti le_P30
Grice a la détermination de la séquence de l'antigene P30 par BURG et al., (1988)
certains peptides potentiellement les mieux exposés au systéme immunitaire ont été
identifiés par la méthode de HOPP et WOODS (1981), basée sur des critéres
d'hydrophobicité. Dautres critéres, notamment de mobilité et d'accessibilité 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 ez al., 1979) ont été pris en
compte. Le profil de 'antigéne P30 établi selon ces parametres est présenté (Figure 15).
Sur ces bases, 5 peptides ont été sélectionnés et synthétisés dans le laboratoire du

Professeur TARTAR & 1'Institut Pasteur de Lille. Ces peptides 48-67, 82-102, 213-230,
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238-256, 279-295 ont €t€ utilisés non couplés A une protéine "carrier”. Les séquences de

ces peptides sont résumées dans la Figure 16.

A i T i P30: 48-67

Le peptide 48-67 a été défini a 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.

VII.2.a. Immunisation de r

Des lots de 10 souris BALB/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 25ug d'une construction octamérique
irrelevante ou enfin par 0,1ml d'antigenes excrétés-sécrétés (correspondant a l'excrétion
de 5x107 tachyzoites pendant 3 heures). Les différents peptides ont été solubilisés dans
0,1ml de PBS et injectés par voie sous-cutanée en présence de 0,1ml 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.

Des lots de 5 rats Fischeront été immunisés par voie sous-cutanée aux 426me, 35eme
248me e 78Me jours avant la récupération des lymphocytes inguinaux, par 50 pg de la
construction octamérique du peptide 48-67 et de la construction octamérique irrelevante en

présence d'adjuvant incomplet de Freund.
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PREDICTION DES SEQUENCES PEPTIDIQUES LES MIEUX

EXPOSEES DE L'ANTIGENE P30
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Peptides Séquence
48-67 SDPPLVANQVVTCPDKKSTA
82-102 CPKTALTEPPTLAYSPNRQIC
213-230 LVCGKDGVKVPQDNNQYC
238-256 CNEKSFKDILPKLTENPWQ
279-295 KSVIIGCTGGSPEKHHC
irrelevant 158-175 LADLVLIAVIDHVTDLDK
P28 Schistosoma mansoni :
irrelevant utilisé pour la VEPDKVEEANKGEN
construction octamérique

A. SEQUENCE DES DIFFERENTS PEPTIDES P30

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA >
LYS
SDPPLVANQVVTCPDKKSTA

LYS
SDPPLVANQVVTCPDKKSTA> >
LYS

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA
LYS-ALA-OH

SDPPLVANQVVTCPDKKSTA
LYS
SDPPLVAN QVVTCPDKKSTA> >
LYS

SDPPLVANQVVTCPD KKSTA>
LYS
SDPPLVANQVVTCPDKKSTA

B. STRUCTURE DE LA CONSTRUCTION OCTAMERIQUE DU PEPTIDE 48-67
DE P30

FIGURE 16
CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS PEPTIDES DE LA
MOLECULE P30
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N-terminal 48-
Les cellules T spécifiques des constructions octamériques 48-67 et irrelevante sont
préparées comme décrit ci-dessus et injectées a des rats Fischer "nude" (Nu/Nu) 2 raison
de 5x104 cellules par rat dans 0,5ml de RPMI, la veille de l'infection par 5x104

tachyzoites de la souche RH.

A% An I

Des microplaques de 96 puits (Maxisorb, Nunc, Danemark) sont traitées par 0,2ml de
solution de peptide & 10pg/ml en tampon carbonate-bicarbonate 0,IM pH 9.6, pendant
une nuit, a température du laboratoire. Les plaques sont ensuite saturées avec 0,3ml d'une
solution de sérum albumine bovine (BSA, Boehringer, Mannheim, Allemagne) a 1%, 2
heures a 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 1/200 pour les sérums de
souris et au 1/100 pour les sérums de rat). Enfin, aprés de nouveaux lavages, un anti-IgG
de souris (H+L) couplé€ a la péroxydase (Diagnostics Pasteur, France),ou un anti IgG de
rat (H+L) couplé a la péroxydase (KPL, Gaithersburg, MD,USA) sont ajoutés au 1/10000

et au 1/20000 respectivement pour 1 heure a température ambiante. Aprés 3 nouveaux
lavages, une solution substrat contenant 0,03% H7O9 (Diagnostics Pasteur) et 10mg/ml

d'orthophényleéne diamine (Sigma) est alors ajoutée pendant 30 minutes. La réaction est
arrétée par l'addition de 0,1ml de HC1 4N. La densité optique est évaluée 2 492nm a l'aide

d'un spectrophotometre (Titertek Multiskan MCC 1340, Labsystems, les Ullis, France).
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VI Appr llulaire T I I'infection

\' i
Pour I'étude de la réactivité cellulaire T , des rats Fischer males de 2 mois et demi ont été
infectés avec 1200 kystes de la souche 76K par voie orale comme précédemment décrit,

ou par 103 tachyzoites de la souche RH par voie intrapéritonéale.

T rolifération 1 hoblasti

Pour toutes les cultures cellulaires, le milieu utilisé a été le RPMI 1640 auquel on ajoute

5x10-5M de p2-mercaptoéthanol (Merck, Darmstadt, Allemagne), 2mM de L-Glutamine
(Merck), 1mM de pyruvate de sodium (Gibco, Courbevoie, France), des antibiotiques
(100 U/ml de pénicilline, 100 pug /ml de streptomycine; Spécia, Paris, France) et 10% de
sérum de veau inactivé (Boehringer, Mannheim, Allemagne).

Les ganglions mésentériques et la rate sont prélevés stérilement et les lymphocytes T sont
séparés par passage sur une colonne de Nylon (JULIUS ez al., 1973) et maintenus a 37°C
dans une atmosphere 2 5% de CO2. Pour la réalisation 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 cultivées
en présence de l'antigéne pendant 5 jours dans un volume total de 0,2ml (Plaques
Nunclon, Roskilde, Danemark). Un peptide irrelevant de 1'antigéne P28 du schistosome
est utilisé comme contrdle. Au cours des dernieéres 16 & 18 heures de culture, on ajoute
18,5 kBq de thymidine tritiée (activité spécifique 37 GBg/mmol, CEA, Gif sur-Yvette,
France). Le taux de radioisotope incorporé est déterminé apres filtration des cellules sur
fibre de verre (Titertek harvester, Skatron, Lirbven, Norvege), puis immersion des filtres
dans un liquide de scintillation, et enfin un comptage  'aide d'un compteur 2 scintillation

liquide (LKB Wallace, Turku, Finlande).
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RESULTATS
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L_ETUDE DE LA REPONSE IgA HUMAINE AU COURS DE LA
TOXOPLASMOSE

Chez I'homme, la voie d'infestation naturelle est représentée essentiellement par
l'ingestion de parasites. Notre premiére approche a donc concerné 1'étude de l'induction
d'une réponse anticorps d'isotype IgA au cours de l'infection naturelle.

Cette étude comporte deux volets impliquant tout d'abord la mise en évidence d'une
réponse IgA sérique 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'immunoélectrotransfert.

L1l Mi svid e 1 . LA Scifi e 1
toxoplasmose ‘

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 (hopital St Antoine 2 Lille) et ont été étudiés.

Certains sérums 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 fagon suivante:

-Sérums de "phase aigué": un mois & un mois et demi aprés séroconversion avec présence
d'anticorps IgM soit seuls, soit accompagnés d'anticorps IgG.

- Sérums de "phase subaigué”: il s'agit d'une phase évolutive, avec soit des anticorps
d'isotype IgG A titre encore élevé associés ou non 2 la présence d'anticorps IgM.

- Sérums de phase "chronique”: A ce stade, le taux d'anticorps d'isotype IgG est faible et

stable au cours de plusieurs prélévements avec une éventuelle présence d'anticorps IgM.
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REPONSE ANTICORPS IgA HUMAINE

N° Sérums cpm * IgG** IgM Date de
préldvement

Phase aigué/ 465 1011 260 + 16/12/86
subaigué 489 900 200 + 20/1/87

Toxoplasmose 604 796 100 + 4/6/87
Nov-Dec 86 646 724 100 + 16/7/87

Phase subaigué 516 721 800 + 6/2/87

529 571 800 + 5/3/87
Phase subaigué 440 580 400 + 11/12/36
536 664 400 + 18/3/87

616 568 400 + 23/6/87

Fin de phase 333 548 200 + 24/7/86
subaigué 361 541 200 + 27/7/86
Début de phase 377 505 200 + 1/10/86
chronique 414 454 200 + 31/10/86
[gM résiduelles 418 459 200 + 13/11/86
503 410 200 + 26/1/87

Fin de phase 499 334 400 - 21/1/87

subaigué. 539 327 400 - 3/4/87
Début de phase 743 347 400 - 25/11/87
chronique 754 278 200 - 15/12/87
Mere en phase 470 582 400 + 19/12/86
subaigué 500 569 400 + 23/1/87
Enfant sans 551 100 100 - 14/4/87
toxoplasmose 586 130 100 - 14/5/87
congénitale 622 92 25 - 26/6/87
703 79 10 - 1/10/87

* Moyenne des sérums négatifs: 140 = 32 cpm
** Exprimé en Unités Internationales par ml
TABLEAU 4

ETUDE PAR UNE TECHNIQUE RADIOIMMUNOLOGIQUE
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D'apres les données obtenues pour les différents sérums analysés, la réponse anticorps
d'isotype IgA est d'apparition précoce (A), persiste a taux €levé en phase subaigué (B, C)
et diminue lors du passage en phase chronique (D, E). Le dossier F concerne le cas
typique d'une meére contaminée lors du premier trimestre de sa grossesse et se trouvant en
phase subaigu€ au moment de 1'accouchement. Le dossier G est celui de son enfant non
infecté suivi sur une période de 6 mois. Les sérums de la mére sont positifs en anticorps
IgA spécifiques, le sérum de l'enfant ne posséde quant 2 lui pas d'anticorps d'isotype
IgA, mais uniquement les IgG matemelles transmises.

La réponse anticorps d'isotype IgA mise en évidence par cette technique est parallele 2 la
réponse IgM. Néanmoins, des anticorps IgA spécifiques peuvent étre détectés par cette
technique jusqu'en fin de phase subaigué.

Cependant, chez I'homme, on ne peut connaitre avec précision les cinétiques comparées
de ces deux réponses anticorps puisque la date de l'infection est souvent difficile a

- déterminer.

nti impliqué la ré i I

au cours de la toxoplasmose humaine

Apres avoir détecté une réponse anticorps IgA importante dans les sérums collectés en
phase aigué de Y'infection, nous avons recherché quels étaient les antigenes reconnus par
ces anticorps d'isotype IgA. L'analyse de ces sérums a donc été réalisée par
immunotransfert en conditions réductrices et non réductrices 2 l'aide de deux sources
d'antigénes, un extrait antigénique total du parasite et une préparation antigénique soluble
(contenant notamment certains antigénes excrétés-sécrétés caractérisés dans notre

laboratoire dans le cadre de la réponse IgG: les antigénes de 28,5 et de 27 kDa).
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L'analyse de sérums humains collectés en phase aigu¢ de l'infection, apres
immunotransfert d'un extrait antigénique total du parasite (Figure 17) en conditions non
réductrices (17A, pistes 1 2 4) démontre que la réponse anticorps IgA est majoritairement
dirigée contre I'antigéne majeur de surface P30 (pistes 1 A 4) bien que des antigénes de
poids moléculaires apparents de 97, 83, et 43 kDa soient également reconnus. L'analyse
des mémes sérums aprés immunotransfert de l'extrait antigénique total en conditions
réductrices (17B, pistes 8 a11) montre que la réponse anticorps IgA de ces sérums est plus
difficilement détectable mais essentiellement dirigée contre I'antigéne de 30 kDa (pistes 9).
La réponse anticorps IgG du sérum de la piste 4 (17A) et 11 (17B) est présenté A titre de
comparaison (pistes 5 et 12). Ces anticorps IgG reconnaissent de nombreux antigénes,

dont les principaux antigénes de surface du parasite P30, P35, et P43.

1251 fert d' : . ioéni bl
Le role des antigénes excrétés-sécrétés dans l'immunité a été largement
documenté dans notre laboratoire a l'aide de deux modeles expérimentaux (DARCY ez al.,
1988; DUQUESNE et al., 1990; DARCY et al., 1992). 1l nous a aussi paru intéressant de
savoir si certains de ces antigénes représentaient les cibles d'une réponse anticorps IgA au
cours d'une infection ﬁaturelle. Cependant, les préparations d'antigenes excrétés-sécrétés
contiennent une quantité importante de sérum (10%) génant la migration sur gel. Nous
avons donc préféré utiliser pour 1'analyse des sérums humains une préparation d'antigénes
solubles libérés par le parasite en absence de calcium (SIBLEY et al., 1986). Cette
préparation est fortement enrichie en principaux antigénes sécrétés caractérisés dans notre
laboratoire. Un gel 2 10% de polyacrylamide a été réalisé en conditions réductrices et des
sérums humains caractéristiques des différentes phases de l'infection ont été analysés
(Figure 18).
A titre de contrdle, on a utilisé un sérum de souris immunisée par l'antigéne P27.

L'analyse d'un sérum de patient en phase aigué de la toxoplasmose (A, piste 3) a révélé la
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ANTIGENES RECONNUS PAR LES ANTICORPS IgA HUMAINS AU
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FIGURE 18
ANTIGENES RECONNUS PAR LES ANTICORPS IgA HUMAINS DANS
UN EXTRAIT SOLUBLE DE TACHYZOITES
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et

reconnaissance particuliére par les anticorps d'isotype IgA spécifiques des antigénes de
28,5 (faiblement), 30, 40 kDa et d'un antigeéne intensément marqué d'environ 50 kDa. Les
sérums du patient B (fin de phase subaigu€) reconnaissent de fagon majeure l'antigéne de
28,5 kDa, et également un antigéne de 40 kDa. Dans le cas C (sérums de phase chronique)
pour lequel on posséde un suivi des sérums sur 6 mois, la réponse anticorps IgA semble
seulement dirigée dans les premiers prélévements contre un antigene de 40 kDa, puis
s'atténue au cours du temps.

Malheureusement, cette préparation antigénique nécessitant le prélevement 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 été souhaitable.
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II. ETUDE DE LA REPONSE IgA DIRIGEE CONTRE T. GONDII AU
COURS DE LA TOXOPLASMOSE EXPERIMENTALE

La cinétique d'évolution précise de la réponse anticorps d'isotype IgA au cours
de la toxoplasmose ne peut étre établie que dans des modeles expérimentaux pour lesquels
on connait la date exacte de l'infection. Les deux modeles dont nous disposions étaient
celui du rat, résistant 2 l'infection expérimentale par T. gondii, et la souris, animal sensible

a une infection par ce parasite.

. Yo%l pd .
IL1. Cinétique de la réponse anticorps IgA chez le rat et la souris en

f i voie d'in

Des rats Fischer ont été infectés par voies orale et intrapéritonéale par 1200 kystes de la
- souche atténuée 76K de T. gondii. Les souris OF1 ont recu par les mémes voies
d'inoculation 100 kystes de la méme souche (Figure 19). Les sérums ont été analysés de
JO 2 J300 pour le rat et de JO a J110 pour la souris, par une technique

d'immunoempreinte.

Chez le rat, une réponse anticorps d'isotype IgA est détectée quelle que soit la voie
d'infection des le 7°™€ jour apres l'infection, atteint un plateau vers le 402me jour puis
décroit par la suite. Cette réponse est toutefois plus importante lors de 1'infection par voie

orale que lors de l'infection par voie intrapéritonéale (Figure 19A).

Chez (a souris, on observe une évolution comparable de la réponse anticorps IgA. Cette
réponse est également plus élevée apreés une infection par voie orale que lors d'une
infection par voie intrapéritonéale (Figure 19B).

Bien qu'il soit difficile de comparer des résultats de tests utilisant des réactifs différents, la
réponse anticorps IgA que nous avons observé chez la souris semble néanmoins plus

importante que chez le rat.
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FIGURE 19
CINETIQUE DE LA REPONSE ANTICORPS D'ISOTYPE IgA CHEZ LE
RAT ET LA SOURIS AU COURS DE L'INFECTION



L'évolution de la réponse anticorps IgA par rapport aux autres réponses anticorps
a €té €tudiée dans le cas de l'infection du rat par voie orale (Figure 20A). En effet, le
comportement de ces animaux face & l'infection peut étre rapproché du comportement
observé chez I'homme ce qui constitue 1'intérét particulier de ce modele.
La réponse [gM apparait trés rapidement des le 78M€ jour apres l'infection (Figure 20A et
20B), atteint son niveau maximum dés le 98™M€ jour, mais reste néanmoins élevée par la
suite. La réponse anticorps IgG s'éléve quant a elle progressivement et persiste plus de
110 jours apres 1'infection. La réponse anticorps d'isotype IgE, également détectée des le
7éme apres I'infection suit une évolution parall2le 2 la réponse IgA.
Afin de préciser plus particulierement I'évolution de la réponse anticorps IgA par rapport A
- I'évolution de la réponse IgM, nous avons étudié les cinétiques comparées de ces deux
réponses anticorps des les premiers jours apres 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 confirme 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 aigués.

Etant donné le role des antigénes excrétés-sécrétés du parasite dans I'immunité, il
était intéressant de savoir si certains de ces antigénes sont cibles d'une réponse anticorps
d'isotype IgA.

Les résultats obtenus chez le rat immunocompétent immunisé par les antigénes ES (Figure

21) démontrent que ces antigénes peuvent induire méme en absence d'adjuvant, une
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réponse anticorps de type IgA notable. Cette réponse anticorps est néanmoins amplifiée en
présence d'adjuvant incomplet de Freund et atteint des niveaux comparables A ceux

observés lors de l'infection par voie orale.

(X3 : vi : * . 2

parasite

La spécificité antigénique 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 antigenes ES a été détermin€e aprés immunotransfert. Nous avons utilisé pour cetie
étude des conditions d'électrophorése permettant une bonne séparation des antigénes de
poids moléculaire compris entre 25 & 35 kDa (gel & 13% d'acrylamide) (Figure 22).

Dans la partie A, les pistes 1 & 9 présentent les résultats obtenus avec des pools de sérums
de rats collectés a J7, J17, J20, J28, J41, 154, J68, J155, et J301 apres 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 regu un extrait de cerveau
de souris non infectée, respectivement. Un anticorps monoclonal IgG (TG17-179)
spécifique de l'antigene de 28,5 kDa et un sérum polyclonal dirigé contre un antigeéne de
30 kDa ont également été utilisés (D, pistes 1 et 2 respectivement) pour préciser le poids
moléculaire des antigénes.

Au 178me jour apres I'infection, la réponse anticorps IgA des rats est essentiellement
dirigée contre des antigenes de 38, 30 et 29 kDa. A partir de J41, on observe la
reconnaissance des mémes molécules, avec toutefois la présence de triplets
supplémentaires dans la zone de 90 & 75 kDa ainsi que la présence de bandes 2 des poids
moléculaires apparents de 50, 43, 35 et 28,5 kDa (Figure 22.1.A). Les sérums de rats
infectés par la méme dose de kystes mais par voie intrapéritonéale présentent le méme

profil, avec néanmoins une plus faible reconnaissance de l'antigéne de 30 kDa.
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La figure 22.1.B illustre les résultats obtenus avec des pools de sérums de rats Fischer
immunisés par les antigénes excrétés-sécrétés du parasite en présence d'adjuvant
incomplet de FREUND 4 J57. La réponse anticorps d'isotype IgA est principalement
dirigée contre des antigénes de poids moléculaires 29 kDa, 28,5 et 30 kDa.

Les sérums de souris infectées par voie orale possédent a J75 et J104 aprés infection
(Figure 22.1.C, pistes 1 et 2) des anticorps IgA essentiellement dirigés contre un antigéne

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 a J63
et J89 (figure 22 II. pistes E et F) reconnaissent majoritairement l'antigéne P30 dans un
extrait total de tachyzoites. Une réponse beaucoup plus faible vis-a-vis d'autres antigénes
peut étre 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 'antigéne majeur du parasite P30.

. 24 2 2 2 »
-
-E |¢ I- 2

Nous n'avons pas pu, pour cette étude, utiliser la préparation d'antigénes
solubles employée précédemment pour l'analyse des sérums humains, en raison du trop
grand nombre d'animaux nécessaires a sa préparation (voir matériel et méthodes). En
conséquence, nous avons utilisé les préparations d'antigénes 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
empéchent la détection par immunotransfert d'antigénes parasitaires dans la zone comprise
entre 45 3 80 kDa.

Dans ces conditions, nous avons pu observer que la réponse anticorps IgA de rats infectés

est préférentiellement dirigée contre un antigéne de 34 kDa, bien que des antigénes de 39
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et 28,5 kDa soient également reconnus (Figure 23). On ne note pas de différences entre les
résultats obtenus lors de l'infection par voie orale (piste A) et par voie intrapéritonéale
(piste B). Les pistes C et D correspondent au pool de sérums de rats non infectés et au
pool de sérums de rats ayant requ un extrait de cerveau de souris saine, respectivement.
La réponse anticorps IgA de souris infectées est également dirigée contre le méme antigéne
de 34 kDa, mais est plus intense lors de l'infection par voie orale (piste F) que lors de
I'infection par voie intrapéritonéale (piste E). Les pistes G et H correspondent aux pools
de sérums de souris saines et de sérums de souris ayant recu l'extrait de cerveau de souris
saine, respectivement.

Enfin, des sérums de rats immunisés par les antigenes ES en présence d'adjuvant
incomplet de FREUND, reconnaissent également deux bandes majeures de 34 et 28,5 kDa
(piste I). Ces antigénes ne sont pas reconnus par le pool de sérums de rats immunisés

uniquement par 1'adjuvant incomplet de FREUND (piste J).
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IIL_APPROCHE MONOCLONALE DE LA REPONSE [gA AU COURS DE
LA TOXOPLASMOSE

Afin de pouvoir évaluer 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 I'hybridation cellulaire ont €té sélectionnés aprés analyse de leur
réponse anticorps IgA sérique vis-2-vis d'un extrait antigénique total de T. gondii. La rate
ou les ganglions des animaux présentant la plus forte réponse anticorps IgA ont alors été
prélevés. Par contre, les plaques de Peyer de toutes les souris initialement infectées ou

immunisées ont été prélevées et ont ét€ utilisées pour I'hybridation cellulaire.

Le nombre de puits ayant présenté des clones viables au bout de 2 mois environ
a été tres variable selon les expériences.
Les surnageants des différents hybridomes ont été analysés par une technique
radioimmunologique détectant les IgA et sélectionnés vis-a-vis de I'extrait antigénique total
de T. gondii sur la base d'une réponse de 2 & 3 fois supérieure a celle observée pour le
témoin négatif SP7O (surnageant du myélome non sécrétant, utilisé pour 1'hybridation
cellulaire).
Le tableau 5 montre le pourcentage de clones IgA spécifiques sélectionnés au cours des
différentes hybridations réalisées en fonction du type de protocole utilisé.
Aucune information n'étant alors disponible sur la maniere d'obtenir un anticorps
monoclonal IgA spécifique, nous avons choisi de réaliser dans un premier temps deux
hybridations cellulaires 2 partir de souris infectées par voie orale (voie induisant un taux

élevé d'IgA spécifiques, sériques et sécrétoires) et ceci A deux moments différents au
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cours de l'infection, J18 et J32. Le 182M€ jour d'infection correspond 2 I'augmentation du
taux des anticorps IgA sériques chez la souris et le 32¢me 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 3 J18 et J32)
et TG24 / TG26 (cellules spléniques 2 J18 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 demniers clones qui
proliféraient, les premiers étant souvent constitués par des hybridomes produisant des [gG
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 2 élaborer
d'autres protocoles d'optimisation de cette réponse. Une substance adjuvante (la toxine
cholérique) ainsi qu'une substance immunostimulante (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 antigénes 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 antigénes ES, suivi d'une stimulation par voie orale par le MDP.

D'autre part, la rate et les ganglions ne semblant pas étre 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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Infectuon par 300 kystes de la souche 76K
par voie orale
J18 132
Ganglions Rate Ganglions Rate
Hybridation cellulaire TG23 TG24 TG25 TG26
% de clones IgA spécifiques 2,8 0 1,5 0
A. PROTOCOLES D'INFECTION EXPERIMENTALE
Immunisation Intection
Soyrce d'antigénes Extrait antigénique Antigénes excrétés- | Kystes de la souche
: total sécrétés 76K
Hybridation cellulaire
TG29 TG30 TG31
Plaques de Peyer:
% de clones IgA 7,3 8,2 Peu de cellules
spécifiques ND

B. PROTOCOLES D'INFECTION OU D'IMMUNISATION EN PRESENCE DE
TOXINE CHOLERIQUE

Immunisation ESA + AIF + MDP

Nb de clones producteurs d'IgA
spécifiques

3 clones sur 7 clones analysés

C. PROTOCOLE D'IMMUNISATION EN PRESENCE DE MDP

TABLEAU 5

TABLEAU RECAPITULATIF DES DIFFERENTES HYBRIDATIONS
CELLULAIRES
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pourcentage de clones produisant des IgA (spécifiques et non spécifiques). Bien que
I'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
I'hybridation cellulaire, les hybridations TG29 et TG30 ont conduit a I'obtention d'un plus
grand nombre de clones hybrides sécrétant des IgA (entre 7 et 9% de clones producteurs
d'IgA spécifiques)(Tableau 5B). Malheureusement, I'hybridation cellulaire TG31,
correspondant 2 l'infection en présence de toxine cholérique n'a pas pu étre pleinement
exploitée en raison de la quantité limitée de cellules récupérées lors du prélévement des
organes.

Enfin, les premiers résultats obtenus lors de l'utilisation du MDP laissent présager un
pourcentage de clones spécifiques beaucoup plus élevé que celui obtenu lors des
hybridations précédentes (3 clones IgA spécifiques sur 7 analysés; Tableau 5C), ce qui
valorise pleinement I'utilisation de cette substance comme immunostimulant des réponses

anticorps IgA.

1 | i i iffé n

Afin de vérifier l'isotype des différents clones aprés clonage cellulaire, nous avons utilisé
la technique d'immunodiffusion en gel (méthode dOUCHTERLONY) (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 été utilisés comme témoins positifs. Le surnageant du myélome SP7O non sécrétant a

été utilisé comme témoin négatif (C). L'isotype IgA d'un clone sécrétant des IgA
monoclonales non spécitiques de T. gondii et produit par D. GREZEL dans le laboratoire
a aussi été confirmé (D). Les différents isotypes d'anticorps ont été déposés dans le sens
des aiguilles d'une montre comme suit: 1gG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM. Nous
avons pu vérifier qu'apreés clonage cellulaire, nos clones produisaient effectivement

toujours des IgA monoclonales et uniquement celles-Ci.
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Apres avoir sélectionné les clones producteurs d'anticorps IgA spécifiques sur un extrait
antigénique total de T. gondii, ceux-ci sont évalués par la méme technique vis-a-vis d'un
extrait d'antigénes membranaires ("Chaps"), et d'un extrait antigénique soluble (S2).

Les témoins négatifs sont constitués par le matériel (surnageant de culture et liquide
d'ascite) correspondant au myélome témoin SPO et au clone producteur d'IgA

irrelevante. Le témoin positif est constitué par un sérum de souris infectée par 300 kystes
de la souche 76K par voie orale et dilué au 1/100. Les surnageants sont utilisés purs, les
liquides d'ascites sont par contre dilués au 1/1000 et au 1/2000. Les résultats d'une
expérience représentative sont présentés dans les tableaux 6 et 7 et sont exprimés en cpm.
Les résultats du tableau 6 démontrent que les différents surnageants des clones retenus
sont tous nettement positifs vis-3-vis de l'extrait antigénique total. Néanmoins, une
dilution au 1/10 des surnageants de culture entraine généralement une moins bonne
détection des anticorps IgA spécifiques. L'absence de réaction positive vis-a-vis d'un
antigeéne irrelevant, l'antigéne P28 de Schistosome, a également été vérifiée a titre de
contrdle. D'autre part, 1'étude de ces surnageants sur les extraits membranaires précise que
l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB11, négatif vis-2-vis de la fraction soluble, est dirigé
contre une protéine membranaire du parasite. Les autres clones reconnaissent
apparemment des épitopes d'antigénes présents dans les deux types d'extraits
antigéniques.

Le tableau 7 résume les résultats obtenus avec les liquides d'ascites. Nous avons constaté
que le liquide d'ascite correspondant au clone IgA irrelevant induit une réaction non

spécifique de loin beaucoup plus importante que celle observée avec le témoin négatif

SP>0, alors que le sérum de souris saine est sans conteste négatif et rejoint les valeurs du

témoin SP»0. Ceci pourrait &tre dd 2 plusieurs facteurs impliquant, peut-étre la nature



Extrait
Extrait total membranaire Extrait soluble
Pur 110 Pur 1/10 Pur 1710
TG25 AB11 5380 4427 4660 4599 437 258
5091 3996 4624 5165 320 117
TG29 EG3 2041 553 1399 277 1387 510
1975 403 1069 443 1195 412
TG30 BF1 3847 937 2221 2527 2203 2173
3367 1033 2203 2641 2419 2467
TG30 GDS5 2527 1218 1599 510 1359 400
2355 1076 1506 589 1629 739
TG30CE12 1912 492 824 553 1131 325
1746 571 649 343 739 469
IgA irrelevante 333 210 401 203 530 348
383 250 444 210 444 301
SP20 31 105 68 217 31 85
43 175 145 233 97 229
Sérum ' 3037 3148 797
d'infection 2899 3325 751
1/100
Souris saine 74 145 175
1/100 117 157 180
TABLEAU 6

ANALYSE DES SURNAGEANTS DE CULTURE VIS-A-VIS DES
DIFFERENTS EXTRAITS ANTIGENIQUES DU TOXOPLASME PAR
RADIOIMMUNOLOGIE




Extrait
Extrait total membranaire Extrait soluble

1/1000 172000 171000 1/2000 171000 172000

TG25 AB11 12547 8269 10255 7339 4903 3475
12289 7591 8959 7051 4597 3229

TG29 EG3 1627 691 3099 1921 3265 2005
1007 685 3427 1735 2971 1411
TG30 BF1 4488 1891 4593 2275 4728 2478
4309 1927 4107 2419 4451 2743
TG30 GD5 9481 6087 4963 . 2496 5155 2927

9308 6415 5011 2546 4729 3173

TG30 CE12 4199 3373 2619 1445 2226 1273

4470 3315 2478 1420 2140 1310
IgA 2270 2215 2922 1219 2270 1501
irrelevante 1579 2137 2830 807 2424 1133
SP20 451 271 86 129 92 154
460 178 31 105 80 178
Sérum . 3037 3148 797
d'infection 2899 3325 751
1/100
Souris saine 74 145 175
1/100 117 157 180
TABLEAU 7

ANALYSE DES LIQUIDES D'ASCITES VIS-A-VIS DES DIFFERENTS
EXTRAITS ANTIGENIQUES DU TOXOPLASME PAR
RADIOIMMUNOLOGIE
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méme des anticorps IgA qui se fixeraient de fagon non spécifique par des interactions de
type lectine. Les autres hypotheses seraient soit la possibilité de réactivités croisées entre
des antigénes de parasites différents mais présentant néanmoins des €pitopes communs,

soit l'intervention d'autres facteurs présents dans les liquides d'ascites. Nous avons en

effet pu constater que 1'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 (| MOPC 315) différente
par la nature des chalnes 1égeres, induisait une réaction moins importante (non illustré).
Comme nous n'avons pas pu apporter une explication précise a ce phénomene, 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 GDS5. Cette observation est
néanmoins importante car elle souligne la difficulté du choix d'un bon témoin négatif IgA

considéré comme irrelevant .

[I1.3.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 25.1I).

Les surnageants (A) et les liquides d'ascites (B) des anticorps monoclonaux ont été
analysés par immunoempreinte vis-a-vis de différents extraits antigéniques: I'extrait
antigénique total (1), 'extrait membranaire (2), l'extrait soluble (3), et les antigénes

d'excrétion-sécrétion (4). Les témoins négatifs sont constitués par I'I[gA irrelevante (irr.),
et par le témoin SP70. 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'I[gA
myélomateuse purifiée du commerce k MOPC 315 ayant démontré une réactivité non

spécifique par la technique radioimmunologique.
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I. Immunoempreinte
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ANALYSE DES ANTICORPS MONOCLONAUX IgA PAR
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Seuls le surnageant et le liquide d'ascite du clone IgA TG25 ABI11 ont présenté une
réponse claire dirigée contre 1'extrait membranaire (Figure 25A) confirmant par 1a-méme
les premiers résultats obtenus lors de 1'étude par la méthode radioimmunologique.
Cependant, aucune réponse positive n'a ét€ détectée avec les surnageants des autres clones
(non illustré).

Le surnageant et le liquide d'ascite du clone TG25 AB11 ont alors été analysés apres
immunotransfert d'un extrait antigénique membranaire du parasite en conditions non
réductrices. Cette méthode a permis de visualiser une bande & environ 60 kDa (Figure 25.

IT) avec le surnageant de culture (piste 1) et le liquide d'ascite (piste 2). La piste 3

correspond au liquide d'ascite SP2O négatif, la piste 4 correspond, par contre, a 1'1gA

myélomateuse k MOPC 315 du commerce. Celle-ci révele plusieurs bandes, confirmant la
possibilité d'une interaction non spécifique de type lectine. Un autre témoin constitué par
des IgA purifiées dirigées contre un virus murin (MMTV: mouse mammary tumor virus)
n'a d'ailleurs révél¢é aucune bande (piste 6). La piste 7 montre la réaction obtenue avec
I'anticorps monoclonal 1gG (TG05-54) dirigé contre P30.

Il est a noter cependant que 'utilisation d'un gel en conditions réductrices semble entrainer
une moins bonne reconnaissance des antigénes par les anticorps IgA (comme cela a été
observé pour les IgA humaines) et, effectivement, il nous a ét¢ wreés difficile d'obtenir un

résultat convainquant avec les différents surnageants de culture dans ces conditions.

Ces résultats suggerent que I'anticorps monoclonal IgA TG25 AB11 reconnait un épitope
d'une molécule de poids moléculaire d'environ 60 kDa présente dans l'extrait
membranaire du parasite, ou d'une molécule pouvant se dimériser & un poids moléculaire
de 60 kDa. Comme il était connu que 1'antigéne majeur de surface P30 et l'antigéne sécrété
GP28,5 pouvaient se dimériser, nous avons émis I'hypothése que cet anticorps
monoclonal IgA pouvait tre dirigé contre un épitope de l'une ou de l'autre de ces

molécules.
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OI.3.c. Techniques d'immunocapture IgA spécifi d'antigén

Afin de déterminer si l'antigéne reconnu par l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB11
pouvait étre l'antigéne P30, nous avons adapté au modele souris le test d'immunocapture
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 1gG TG05-54 (DECOSTER er al.,
1988). Le principe de cette méthode est schématisé dans la Figure 26. Parallélement, nous
avons adapté le méme test d'immunocapture en utilisant cette fois-ci un anticorps
monoclonal TG17-179 dirigé contre I'antigéne de 28,5 kDa.

Bien qu'aucune information n'ait €té¢ jusqu'alors obtenue concernant les antigénes
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 représentative, par le test d'immunocapture
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 antigéne.
Seul l'anticorps monoclonal IgA TG25 AB11 présente une réponse franchement positive.
I1 faut néanmoins souligner qu'un résultat positif dans ce test suggére que l'anticorps
monoclonal IgA TG25 ABI11 reconnait un épitope différent de celui reconnu par
'anticorps monoclonal IgG TGO0S5-54. Les résultats obtenus pour l'anticorps monoclonal
TG29 EG3 sont cependant plus difficilement interprétables.

Etant donné que 1'IgA myélomateuse que nous avions testée précédemment, réagissait
vis-a-vis de l'antigéne de toxoplasme, nous en avons utilisé une autre, 'IgA A MOPC
315, dont la réactivité vis-a-vis de cet extrait antigénique était faible (non illustré). On peut
néanmoins observer que dans ce test, les valeurs obtenues pour le surnageant négatif
correspondant a I'IgA irrelevante et pour cette autre IgA myélomateuse sont relativement
élevées ce qui semble a nouveau indiquer une fixation non spécifique de 'antigéne. Ceci
n'est pas di 2 un probléme de concentration des surnageants par rapport A I'IgA

commerciale purifiée A MOPC 315, car celle-ci a été diluée afin d'obtenir des
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A. Premiére incubation des
surnageants 1 heure a LC + < L
40°C en incubateur sec - _L—< <

B. Seconde incubation en
présence de l'antigéne

1 heure a 40°C en C——( + ’

incubateur sec

C. Troisiéme incubation en

présence du conjugué LC
anti-P30 ou P28,5 marqué (*) <‘> !

D. Développement de la réaction

30 minutes et lecture de la C—<’>_.. +3

densité optique & 492nm.

LEGENDE

C < @ >
2 3 4 5

1

1. Phase solide: anti-IgA de souris (a)
2. IgA

3. Antigéne de toxoplasme "CHAPS"

4. Conjugué anti-P30 ou anti P28,5 (*)
5. Substrat

FIGURE 26
PRINCIPE DU TEST D'IMMUNOCAPTURE IgA CHEZ LA SOURIS
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Surnageant ou DO de la DO du @moin DO etfective
échantillon réaction sérum
I 1G25 ABI11 2,091 0,353 2,638
TG29 EG3 2,032 1,021 1,011
TG30 BF1 0,836 0,619 0,217
TG30 GDS 0,838 0,520 0,318
TG30 CE12 0,791 0,329 0,462
IgA irrelevante 1,019 0,309 0,710
SP20 1,311 1,002 0,309
IgA de myélome
A MOPC 315 1,000 0,284 0,716
Sérum d'intection '
17100 >3 0,389 >3
Souris saine
1/100 1,052 0,544 0,508

A. TEST DIMMUNOCAPTURE IgA ANTI P30 CHEZ LA SOURIS

Surnageant ou DOde la DO du témoin DO effective
échantillon réaction sérum
TG25 ABI11 0,439 0,103 0,336
[gAirelevante 0,418 0,097 0,321
SP20 0,563 0,107 0,456
IgA de myélome
A MOPC 315 0,726 0,132 0,594

B. TEST D'IMMUNOCAPTURE IgA ANTI-P28,5 CHEZ LA SOURIS

TABLEAU 8
TESTS D'IMMUNOCAPTURE IgA SPECIFIQUES D'ANTIGENES
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concentrations en anticorps IgA comparables A celles observées dans les différents
surnageants de culture. Il est possible qu'un épitope voisin de celui reconnu par ces
anticorps IgA puisse étre présenté par l'antigéne P30 dans cette réaction et permettre ainsi
la fixation de cet antigéne, ou que ces anticorps IgA possédent des résidus
oligosaccharidiques capables de se ﬁ.xer 4 certains sites de l'antigéne P30, puisque ce
phénomene ne s'observe pas avec d'autres anticorps monoclonaux IgA étudiés dans les
mémes conditions. La méme méthode d'immunocapture IgA a été adaptée i la détection
d'anticorps dirigés contre l'antigene GP28,5 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 étre détectée pour l'anticorps

monoclonal TG25 AB11, ce qui confirme sa reconnaissance de I'antigéne de surface P30.

Les résultats de 1'analyse précédente ayant confirmé que l'anticorps monoclonal TG25
ABI11 était dirigé contre 'antigéne P30, nous avons recherché si I'épitope reconnu par cet
anticorps monoclonal figurait parmi les peptides de P30, synthétisés par 1'équipe du Pr.
A. TARTAR, dont nous disposions. Ces différents peptides ont été utilisés non couplés a
une protéine porteuse ("carrier") et sont appelés 48-67, 82-102, 213-230, 237-256, et
279-295 selon la séquence décrite par BURG ez al., en 1988. Ces différents peptides ainsi
qu'un peptide témoin synthétisé A partir de la structure d'un antigéne de Schistosoma
mansoni, ont été préincubés avec 0,1ml des surnageants des différents clones producteurs
d'IgA, TG25 AB11, TG30 GDS, et I'IgA irrelevante. Différentes quantités de peptides
10, 5, 2.5, et 1 ug ont été utilisées. L'inhibition vis-3-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 évec une quantité de 10ug
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 AB11 avec le méme extrait antigénique membranaire que celui
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Surnageant 1G25 Surnageant 1G30 Sumnageant IgA

Peptides AB11 GD5 irrelevante
cpm+ o cpm+ o Cpmit o

Aucun 3688 £ 280 2259 £ 99 176 + 34
48-67 3962 + 261 2170 £ 60 99 £ 39
82-102 4187 £55 2160 £ 235 226 £ 10
213-230 4012 +£335 1916 + 134 224+ 4
237-256 3916 +£ 338 2392 £78 195 £2
279-295 4743 £ 119 2277 £317 198 +9
Peptide irr 3833 £322 2044 £ 150 133 £13

TABLEAU 9

REACTIONS D'INHIBITION PAR LES DIFFERENTS PEPTIDES DE LA

MOLECULE P30
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adsorbé sur la plaque. Dans des conditions, en utilisant 10pug d'antigéne par essai, nous
avons pu obtenir une inhibition vis-a-vis de ce méme antigéne de 60 2 80% (résultat non
présenté). A titre de comparaison, nous avons aussi analysé le surnageant du clone TG30
GD5 qui ne semble pas dirigé contre I'antigene P30 dans le test d'immunocapture
précédent.

Aucune inhibition n'ayant pu étre observée (quelle que soit la quantité de peptide utilisée)
avec le surnageant du clone TG25 ABI11 dirigé contre P30, ceci suggere que, soit
I'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal ne figure pas parmi ces peptides, soit
I'épitope reconnu est un épitope conformationnel, soit 'affinité de cet anticorps pour

l'antigéne natif est beaucoup plus importante que l'affinité pour le peptide.

Apres ces différentes tentatives de caractérisation de nos anticorps monoclonaux IgA,
nous avons essayé d'évaluer leur role dans 'immunité au cours de la toxoplasmose, grace

A des modeles in vitro et in vivo.

" "

Bien que les anticorps IgA soient connus pour &tre de faibles activateurs du complément
(uniquement par la voie alterne), nous avons néanmoins testé les potentialités cytotoxiques
intrins2ques des différents anticorps monoclonaux IgA produits en coilaboration avec le
Dr. J.E. SMITH. Les premiers résultats obtenus avec les différents liquides d'ascites des
clones producteurs d'IgA sont présentés dans le tableau 10, et démontrent I'absence de
lyse complément-dépendante des parasites avec une dilution au 1/80. Néanmoins des
dilutions plus faibles que celles utilisées ici seraient nécessaires pour vérifier effectivement
l'absence totale de lyse par les anticorps IgA. A titre de comparaison, l'anticorps
monoclonal IgG TGO05-54 anti-P30 est positif de 1/80 jusqu'au 1/25600 et 'anticorps
monoclonal IgG 17-179 est positif au 1/80.
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1L4.b, Transfert passif chez le rat nyde

Les premilres expériences de notre laboratoire ont démontré l'intérét du modele
expérimental du rat Nude lors de 1'étude par transfert passif du role protecteur d'un
anticorps monoclonal TG0S-54 dirigé contre P30 (SANTORO et al., 1985) ou de sérums
de rats euthymiques immunisés par les antigénes ES (DARCY et al., 1988). Clest
pourquoi, le role de deux anticorps monoclonaux IgA au cours de l'infection a été étudié
chez cet animal (Figure 27). Le transfert passif par voie intraveineuse de 1,5ml de liquide
d'ascite correspondant 2 l'anticorps monoclonal IgG TG0S-54 dirigé contre P30 prolonge
notablement la survie des rats infectés par 5x104 tachyzoites de la souche RH (mortalité en
25-31 jours), contrairement aux rats témoins qui meurent entre 15 et 21 jours.

Afin de pouvoir comparer les effets produits par le transfert passif des différents liquides
d'ascites IgA (correspondant aux clones TG25 AB11, TG30 GDS, et au clone producteur
de I'IgA irrelevante), nous avons suivi le méme protocole; les liquides d'ascites ont été
" dosés en IgA totales et la méme quantité d'IgA ( soit environ 28,5 mg d'IgA totales) a été
transférée par voie intraveineuse pour chaque rat de ces différents groupes.

Alors que les rats contrdle meurent entre 15 et 21 jours apres l'infection, les rats ayant
requ le liquide d'ascite IgG anti-P30 utilisé comme témoin positif sont protégés a 100% au
248me jour d'infection et meurent ensuite entre le 25¢Me et le 318Me jour apres I'infection.
Les rats ayant recu les liquides d'ascites IgA TG25 AB11 et TG30 GDS ne sont pas
protégés et meurent le 238me et ¢ 248Me jour respectivement. Curieusement, les rats
ayant regu le liquide d'ascite IgA TG2S AB11 anti-P30 commencent a mourir des le
128me jour apres l'infection, contrairement aux rats témoins dont certains commencent 2
mourir A partir du 166M€ jour. Il est A noter que les rats ayant regu le liquide d'ascite
correspondant 2 I'IgA irrelevante meurent également un peu plus tot (J14) que les témoins
d'infection.

Si l'on compare les résultats obtenus aprés transfert passif des deux anticorps
monoclonaux dirigés contre P30, l'anticorps monoclonal IgG induit une protection

transitoire, contrairement 2 celui d'isotype IgA qui semble exercer un effet négatif sur la
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TG25 ABI1 -
TG 29 EG3 -
TG30 BF1 -
TG30 GDS -
TG30 CE12 -
SP20 -

[gA irrelevante -
IgA de myélome -
1gG ant P30 +
IgG ant1 28,5 +

" TABLEAU 10

TEST DE LYSE-DEPENDANTE DU COMPLEMENT
(DYE-TEST)

—®— TG25 AB11

. 100 ¥ - =0 Infection seule
——%* IgA irrelevante
=  Anti-P30

3 60
2
=
< 407
20 7
0 T T
0 10 20 30
Jours
FIGURE 27

TRANSFERT PASSIF DES ANTICORPS MONOCLONAUX IgA CHEZ LE
RAT NUDE
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protection. Cependant, les épitopes reconnus par les deux anticorps monoclonaux étant
différents, on ne peut pas exclure la possibilité du comportement différent d'un anticorps

monoclonal IgA dirigé contre le méme €pitope que celui de I'anticorps monocional IgG.

I Transf if chez | :
Les résultats obtenus dans ce modele, od l'infection est réalisée par voie orale ne sont pas
illustrés car ceux-ci sont similaires 2 ceux décrits pour le modele du rat "Nude". Les
mémes liquides d'ascites que ceux cités ci-dessus ont été tranférés 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 résultats obtenus ont montré que les souris
témoins seulement

infectées meurent de J7 2 J12 post-infection. Par contre S0% des souris ayant requ 1'ascite
IgG anti-P30 (0,2ml) sont protégées plus de 20 jours apres l'infection. Les souris ayant
recu les liquides d'ascites IgA TG25 AB11 et TG30 GD5 meurent entre le 66M€ gt Je

j0éme jour apres l'infection, soit également plus précocément que les témoins d'infection.

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, et d'aprés les résultats obtenus par transfert
passif, il semble que cet isotype n'exerce pas de rdle protecteur, mais jouerait peut-€tre un
rOle néfaste au cours de l'infection. Néanmoins, ceci devrait étre confirmé en modifiant

certains paramétres, notamment le moment de 'infection et la dose d'anticorps injectée.

Afin de pouvoir induire des IgA sécrétoires de fagon continue au niveau de l'intestin,
(grace 2 la synthése d'[gA par les tumeurs et au transport de ces anticorps a travers les
cellules épithéliales de l'intestin), des tumeurs sous-cutanées ont ét€ réalisées par injection
de cellules hybrides sur le dos des souris de différents groupes.

Les IgA sériques peuvent étre détectées d@s la troisi®me semaine aprés l'injection de

cellules hybrides. Comme on ne connaissait pas le meilleur moment pour réaliser
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l'infection et que les souris meurent de leur tumeur aprés 42 jours, deux protocoles
d'infection au 7¢me et au 21&me jour aprés I'induction de la tumeur ont été réalisés (Figure
28A et B, respectivement).

Des lots de 10 souris ont été initialement utilisés, mais étant donné la trés grande
hétérogénéité individuelle concernant I'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 homogénéité.

Dans le premier protocole (28A, infection A 7 jours), 50% des souris ayant regu
l'anticorps monoclonal IgG anti-P30 (TGO05-54) survivaient plus de 30 jours aprés
l'infection. Dans une période comprise entre J7 et J16 post-infection, les autres souris
sont toutes mortes, quel que soit le liquide d'ascite IgA transféré. Il est néanmoins
possible que la quantité dTgA produite par la tumeur au moment de l'infection ne soit pas
suffisante pour provoquer un effet trés net. D'autre part, on ne connait pas le stade de
l'infection ol ces anticorps sont susceptibles d'intervenir.

Dans le second protocole (28B, infection 2 21 jours), le liquide d'ascite IgG anti-P30
protége encore 62,5% des souris plus de 30 jours apres l'infection. Les témoins
d'infection meurent a partir de J9. Dans ce protocole, les souris ayant requ les liquides
d'ascites IgA spécifiques et irrelevant meurent plus tdt que les souris témoins. Ainsi,
d'aprés 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 méme étre bloquant. Néanmoins, il est possible que l'effet observé
soit di A l'isotype, ou 2 la combinaison des deux (€pitope et isotype), puisque méme le

liquide d'ascite IgA irrelevant provoque une mortalité précoce des souris.
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IV, PURIFICATION DES ANTICORPS [gA (FORMES DIMERIQUES)

Afin de pouvoir étudier plus finement l'activité biologique des différents anticorps
monoclonaux produits, et de pouvoir €liminer toute interaction éventuelle de facteurs non
spécifiques des liquides d'ascites, nous avons purifié, en collaboration avec Odile
POULAIN dans le laboratoire, ces anticorps monoclonaux par une technique de gel
filtration. L'analyse préalable des surnageants et des ascites sur gel de polyacrylamide
nous a permis de constater que ceux-ci contenaient des formes moléculaires correspondant
a des IgA dimériques et des IgA monomeériques (non illustré). I est difficile, & partir des
liquides d'ascites, de séparer les formes IgA monomériques produites des IgG
monomériques de la souris puiqu'elles possédent un poids moléculaire voisin (160 kDa).
Cependant, les formes dimériques des IgA (environ 320 kDa) peuvent étre purifiées sur
une colonne de Sépharose 4B. Ces formes possédent de plus un intérét non négligeable,
" puisqu'elles sont impliquées dans le transport de la piece sécrétoire. Ainsi ces IgA
dimériques pourraient étre utilisées dans l'avenir dans un syst¢me in vitro de transport de

la piéce sécrétoire afin d'obtenir des IgA sécrétoires. Le liquide d'ascite IgA TG25 AB11
et le liquide d'ascite émoin SPO ont été purifiés sur la colonne de sépharose 4B dans les

mémes conditions. Les résultats sont présentés sur les Figures 29 et 30.

La détection de protéines dans les différentes fractions a été réalisée par la lecture de la
densité optique 2 280nm (Figure 29). Les deux ascites révelent un profil protéique a peu
prés superposable. Cependant, le dosage en IgA totales des différentes fractions et I'étude
par radioimmunologie de leur spécificité vis-a-vis d'un extrait total antigénique du
toxoplasme révele la présence d'IgA spécifiques en quantités importante dans les fractions
19 4 33, les fractions 23 A 27 en étant d'ailleurs particulierement enrichies. Les fractions
19 2 27 sont pures, comme le montre la Figure 30 et contiennent les IgA dimériques de
haut poids moléculaire. Les fractions suivantes possédent également des IgA
correspondant essentiellement aux formes monomériques (Fractions 29 4 41), les IgG de

la souris et une partie non négligeable d'albumine. Il est & noter que chez la souris BALB/c
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Fractions Fractions
Ascite SP20 Ascite TG25 AB11
N° de la fraction IgA spécifiques IgA totales
en cpm en ug/mi

T1G25 ABT1 SP20 TG25 AB11 SP20
17 ND 90 ND 0,02
19 6011 355 2,4 0,09
21 8643 456 7,6 0,28
23 9980 584 12 0,38
25 10500 763 38 0,86
27 10005 649 47 1,00
29 6379 757 56 0,85
31 3682 745 94 0,82
33 1795 353 84 0,80
35 761 173 28 0,42
37 527 35 4,6 0,10
39 493 124 1.6 0,04
41 468 79 0,64 traces
43 456 100 0,60 traces
45 352 145 0,44 traces

FIGURE 29

PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX IgA ET ANALYSE
DES DIFFERENTES FRACTIONS
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FIGURE 30
PROFIL SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE DES DIFFERENTES
FRACTIONS DE PURIFICATION DU LIQUIDE D'ASCITE IgA TG25
AB11
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on peut obtenir des dimeres de chaines lourdes puisqu'il n'y a pas de liaisons par ponts
disulfure entre les chaines lourdes et 1égeéres contrairement a celles produites chez la souris
NZB (WARNER et MARCHALONIS, 1975). Les derniéres fractions ne contiennent plus
d'IgA monomériques et dimériques détectables et correspondent uniquement a des

fractions riches en albumine (41 2 45).
Les différentes fractions de l'ascite SP2O témoin, ont également été dosées en IgA totales

et l'absence de réactivité vis-a-vis de l'antigéne de toxoplasme a été contrblée. Le
maximum d'IgA totales est retrouvé dans les fractions 25 2 33, avec un maximum de
lpg/ml pour la fraction 27. Ces anticorps correspondent aux immunoglobulines de la
souris.

En conclusion, par cette méthode, il est possible d'obtenir des quantités purifiées d'IgA
dimériques, qui permettraient dans I'avenir des études in vitro et in vivo plus aisées et plus

reproductibies.



Nous avons ainsi démontré qu'une des cibles majeures de la réponse anticorps d'isotype
[gA est I'antigéne P30. Sachant que P30 est capable d'activer des lymphocytes T de
patients infectés, et que la réponse anticorps d'isotype IgA est fortement régulée par les
lymphocytes T, nous avons suivi deux approches complémentaires nous permettant de

définir certains épitopes de l'antigéne P30 pouvant &tre impliqués dans l'immunité.

La premire approche a concerné 1'étude particuliere du peptide 48-67 (peptide N-terminal
de l'antigéne P30) et de sa construction octamérique dont 1a séquence en acides aminés
avait été établie par 1'équipe du professeur TARTAR avant la publication de la séquence du
gene 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 &t€ synthétisés et
ont permis une seconde approche concernant l'étude des épitopes T de cette molécule

reconnus au cours d'une infection du rat par voie orale.

Le rdle du peptide 48-67 a été étudié dans le modele d'infection de la souris OF1 par 1200
kystes de la souche 76K par voie orale. Dans ce modele, le rble protecteur des antigénes
d'excrétion-sécrétion au cours de l'infection avait été préalablement démontré apres
immunisation par voie sous-cutanée avec ces antigénes. Les souris OF1 ont été
immunisées soit par 25 ug de peptide 48-67 sous forme linéaire, soit par 25 pug de la
construction octamérique du méme peptide, en présence d'adjuvant incomplet de
FREUND, ptiis infectées selon le protocole décrit ci-dessus (Figure 31A). Les témoins

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 I'ensemble des souris est observée dans les 11 jours qui
suivent l'infection. Par contre, 40% de protection ont été obtenus chez les souris
immunisées avec la construction octamérique de ce méme peptide. Ces souris survivent
plus de 75 jours aprés l'infection. Une deuxiéme expérience similaire a confirmé ce
résultat.

A titre de témoin positif de protection, l'immunisation de souris par voie sous-cutanée par
les antigénes excrétés-sécrétés en présence d'adjuvant incomplet de FREUND a permis
d'obtenir, dans cette expérience, la protection habituelle (67,5% ) (Figure 31B).

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 5x104 tachyzoites de la souche RH prolonge notablement la
survie des rats Nude, puisque certains ont survécu jusqu'au 40¢mMe jour apres l'infection,
contrairement aux rats ayant regu des cellules T spécifiques de la construction octamérique
irrelevante (100% de mortalité des le 21M€ jour apres 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.I.S.A vis-a-vis de la forme 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-a-vis de ces peptides dans les sérums de rats et de souris immunisés
quel que soit I'immunogeéne utilisé. Par contre, les sérums de rats et de souris immunisés
par un octameére 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-3-vis d'un extrait antigénique total de toxoplasme. Le gel a été réalisé en conditions
non réductrices (Figure 32B). L'anticorps monoclonal IgG (TG05-54) reconnaissant
l'antigéne P30 a été utilisé comme contrdle (piste 6). Les sérums de souris immunisées

avec la construction octamérique du peptide N-terminal 48-67 reconnaissent fortement
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Antigéne utllisé pour | réponse vis 4 vis du | réponse vis A vis de la
l'immunisation peptide construction
_ _ 48-67 forme linaire | octamérique 48-67
P30 48-67 Oct. 3,24 3,09
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I'antigéne de 30 kDa (piste 2) contrairement aux souris immunisées avec la construction
octamérique irrelevante (piste 1). Les sérums de souris immunisées avec le peptide linéaire
48-67 reconnaissent beaucoup plus faiblement l'antigéne P30 (piste 3), bien qu'une forte
réponse soit observée en E.L.I.S.A. contre le peptide. Les sérums de rats immunisés avec
la construction octamérique du peptide 48-67 reconnaissent également fortement l'antigéne
P30 (piste 4) contrairement aux sérums de rats immunisés par la construction octamérique

irrelevante ( piste 5).

Des rats Fischer (hotes résistants a l'infection par T. gondii ont été infectés par 1200

kystes de la souche 76K par voie orale. La réponse proliférative T de ces rats a été étudiée
vis-2-vis de différents peptides non couplés de I'antigéne P30 (NC1:48-67, NC2:82-102,
NC3:213-230, NC4:238-256, NC5:279-295, d'une construction octamérique du peptide
N-terminal 48-67: Oct., et d'une construction octamérique irrelevante: Oct.irr).

La Figure 33 présente les résultats obtenus lors de la restimulation de 5x105 cellules T
ganglionnaires en présence de 106 cellules présentatrices d'antigéne d'origine thymique,
par ces différents peptides, a J8, J15, J29, et J36 apres l'infection expérimentale. Les
expériences réalisées avec deux concentrations de peptides (25 et 12,5ug/ml),
correspondant & une réponse maximale obtenue avec ces différents peptides, sont
présentées sur les figures 33 et 34. Les colonnes "milieu” représentent le émoin cellulaire
sans antigéne et reflétent 1'état initial d'activation des cellules. La prolifération des cellules
vis-2-vis d'un mitogene, la concanavaline A, a également été vérifiée comme contrdle
interne de l'activation. La partie JO représente les résultats concernant les lymphocytes T
de rats sains, ceux-ci ne proliférant pas vis-2-vis des différents peptides de la molécule
P30. Des J8 post-infection, et jusqu'a J36, on note une réponse proliférative importante
vis-3-vis d'un peptide particulier, le NC4:238-256. Les cellules T ganglionnaires ne sont

pas restimulées par les autres peptides de I'antigéne P30 tout au long de l'infection. En
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particulier, aucune prolifération n'est observée avec le peptide N-terminal et sa
construction octamérique quel que soit le jour de l'infection.

La Figure 34 montre la réponse proliférative des cellules T spléniques de rats infectés
vis-a-vis des mémes peptides. Seul le peptide NC4:238-256 entraine une réponse
proliférative des cellules T de J8 a J29 post-infection. Par contre, d&s J36 on note une
nette chute de cette réponse lymphocytaire. De nouveau, aucune prolifération n'est
observée avec les autres peptides de I'antigéne P30. Nous avons aussi observé que le bruit

de fond (prolifération spontanée) 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 molécule P30: les peptides 48-67 et le NC4: 238-256. Le
peptide 48-67, représente un épitope 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 étre un épitope important reconnu par les lymphocytes spiéniques et
ganglionnaires au cours de l'infection, mais son rdle dans l'immunité protectrice reste

inconnu.
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DISCUSSION-CONCLUSION
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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 derniéres années un grand intérét dans de nombreuses maladies parasitaires. En
effet, ils constituent des acteurs importants de la défense immunitaire, tant dans les
parasitoses 2 localisation intestinale (protozoaires et helminthes) que dans le cas des
parasitoses, comme la toxoplasmose, ol 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 troisi¢éme 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'antigéne P30,
majoritairement reconnu par les anticorps d'isotype IgA, et a permis de préciser

I'importance de certains épitopes particuliers de cet antigéne dans l'immunité,

L_ETUDE DE LA REPONSE ANTICORPS DISOTYPE IgA AU COURS
DE LA TOXOPLASMOSE HUMAINE

L'intérét de la réponse anticorps IgA dans la toxoplasmose humaine concerne a
I'heure actuelle essentiellement une approche diagnostique puisque le role 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 I'augmentation de la sensibilité des techniques de diagnostic et

de la mise au pbint de nouveaux tests d'immunocapture IgM, des anticorps IgM résiduels
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peuvent étre détectés plus d'un an apres l'infection initiale, ce qui remet en cause non
seulement la cinétique de cette réponse anticorps mais aussi sa validité en tant que
marqueur absolu d'une infection récente (KONISHI, 1987). La cinétique de la réponse
anticorps IgA étant encore mal connue (SEGUELA, 1982), différents auteurs se sont
intéressés 2 l'induction de cette réponse anticorps au cours de la toxoplasmose acquise et
congénitale.

Dans des travaux préliminaires, le premier probléme posé, concernait donc
essentiellement la comparaison de la cinétique d'évolution des ces anticorps par rapport 2
celle des anticorps IgM au cours d'une toxoplasmose acquise. Notre étude s'est donc
inscrite dans ce contexte particulier et a permis, grace au suivi de nombreux sérums
humains prélevés A différents stades de l'infection, de confirmer par une technique
radioimmunologique l'induction de la réponse anticorps IgA au cours des phases aigué et
subaigué de la maladie, suivie de sa diminution en phase chronique. Ces résultats
confirment ainsi les premiéres données qui constataient par des méthodes E.L.1.S.A. une
évolution simultanée des deux réponses anticorps IgA et IgM (VAN LOON et al., 1983;
FAVRE et al.,1984). Par la suite, des méthodes d'immunocapture [.S.A.G.A.
(immunosorbent agglutination assay) permettant la détection d'anticorps IgA dans les
sérums et dans le liquide céphalorachidien ont été élaborées. Les résultats obtenus par ces
méthodes ont confirmé une évolution parallele de la réponse anticorps IgA et de la réponse
anticorps IgM, le pic d'anticorps IgA semblant atteint plus tardivement que la réponse
maximum des anticorps IgM (PINON et al., 1986). Certains auteurs ont également décrit
l'apparition initiale d'une réponse IgM suivie par l'induction d'une réponse IgA
(TURUNEN et al., 1983).

L'intérét de la détection des IgA spécifiques dans le diagnostic pré et postnatal de
l'infection congénitale par 7. gondii avait été souligné des 1982 par PINON et al., grice a
l'utilisation de la technique des pics E.L.LF.A. et par LE FICHOUX et al., (1987) grice a

l'utilisation de la technique d'immunocapture 1.S.A.G.A. Dans ce dernier cas, un
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diagnostic de toxoplasmose congénitale avait pu tre porté chez trois enfants par la mise en
évidence d'IgA spécifiques sans IgM associées. Enfin, la toxoplasmose constituant une
des premieres infections opportunistes chez les patients atteints de S.ILD.A,, et la
néosynthese des anticorps IgM s'avérant exceptionnelle au cours des réactivations
toxoplasmiques, différents auteurs se sont intéressés a la détection des IgA spécifiques
chez ces patients. Cependant, les premiers résultats obtenus par des méthodes
d'immunocapture ont €té décevants et n'ont pas révélé d'anticorps IgA spécifiques
(DEROQUIN et al., 1987) ou exceptionnellement (1 cas /20; STEPICK-BIEK et al., 1990).
Par contre, chez des patients immunodéprimés au cours de transplantations cardiaques,
hépatiques ou rénales, il a été démontré que des anticorps IgA et IgE accompagnent et

méme précedent une toxoplasmose évolutive patente (PINON er al., 1990).

Néanmoins, 1'étude des différents antigénes pouvant €tre reconnus par les
anticorps IgA était peu développée. Nous avons pu montrer grice a l'utilisation d'un
extrait antigénique total du parasite que la cible majeure des anticorps IgA sériques de
patients en phase aigu€ était constituée par l'antigéne de surface P30, bien que de
nombreux autres antigénes soient également faiblement reconnus, notamment _des
antigénes de 35, 43, et d'environ 85 et 97 kDa. Dans notre laboratoire, 1a reconnaissance
précoce de l'antigene P30 avait déja été soulignée dans le cadre de la réponse anticorps
IgA (DECOSTER ez al., 1988). Ces résultats ont confirmé les premiéres 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 er al., en 1987, rapportant des
bandes de 25 a 35 kDa chez un laborantin accidentellement infesté par la souche RH de 7.
gondii.

La reconnaissance privilégiée de I'antigene de surface P30 a ét€ utilisée pour la mise au
point d'un test d'immunocapture IgA anti-P30 (DECOSTER er al., 1988) utilisant un

anticorps monoclonal dirigé contre P30. Ce test a permis de mettre en évidence l'existence



148

d'anticorps IgA anti-P30 dans les sérums de patients en phase aigu€ et leur absence au
cours de la phase chronique. La réponse IgA que nous avons pu détecter par notre
technique radioimmunologique persiste par contre a taux faible en fin de phase subaigug 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'immunocapture IgA anti-P30.

L'existence d'une réponse anticorps IgA au cours de la phase aigu€ de l'infection, a
également permis d'améliorer le diagnostic de la toxoplasmose congénitale, ou un
diagnostic tres précoce de l'infection s'avere indispensable. Les études utilisant le test
d'immunocapture IgA anti-P30 ont permis une détection précoce de l'infection chez des
enfants dont la meére a fait une séroconversion en cours de grossesse (DECOSTER et al.,
1988). Des évaluations récentes de cette méthode, ont permis de souligner l'intérét
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 étre
détectés tres précocément lors de prélévements au cours des périodes anténatale,
néonatale, et postnatale (DECOSTER ez al., 1991, 1992). 11 est aujourd’hui clairement
admis que ces anticorps possédent un intérét indéniable dans 1'€laboration 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 al.,1991) mais aussi contre d'autres antigenes de T. gondii ( PINON et
al.,1991) pouvait étre détectée dans les cas de réactivations de toxoplasmose chez les

patients atteints de S.I.LD.A. contrairement aux premiers résultats obtenus dans ce

domaine.
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Finalement, HUSKINSON ez al., (1990) ont confirmé, en accord avec nos résultats, que
les antigénes majoritairement reconnus par les anticorps IgA de sérums de patients en
phase aigué€ possédent des poids moléculaires de 30, 35, et 5 kDa bien que d'autres
antigénes de poids moléculaires 97, 83 et 45 kDa soient également reconnus. D'autre part,
ces auteurs ont montré que seuls les antigenes 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
entraine une détection plus délicate de ces antigénes par les anticorps IgA des sérums
humains.

Nous avons complété notre analyse par une étude originale plus précise vis-a-vis
des antigénes ES, puisque comme nous l'avons déja souligné, 1'hote infecté est exposé
non seulement aux antigénes membranaires et solubles du parasite, mais également aux
antigénes sécrétés par celui-ci au cours de l'infection. La préparation antigénique utilisée
comportait notamment les principaux antigenes des granules denses du tachyzoite et
probablement quelques antigénes de rhoptries. Nous avons ainsi pu montrer la
reconnaissance intense de deux antigénes particuliers, I'antigéne de 28.5, et I'antigéne de
40 kDa dans des sérums de patients en phase subaigué. L'antigéne GP28,5 constitue un
antigéne 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 antigénes
excrétés-sécrétés (DARCY er al., 1988; DECOSTER et al., 1988). Cet antigéne est
localisé€ au niveau de la vacuole parasitophore et dans les granules denses des tachyzoites
et des bradyzoites (CHARIF et al., 1990). Les travaux réalisé€s par DARCY er al., dans le
laboratoire ont montré que cet antigéne pouvait induire un niveau de protection significatif
chez la souris 1éthalement infectée (communication personnelle). L'autre antigéne constitué
par une molécule de 40 kDa pourrait, bien que nous ne possédions pas de sondes
anticorps monoclonales pour le confirmer, correspondre a l'antigéne de 40 kDa récemment

décrit par ACHBAROU et al., en 1991. Cet antigéne est localisé dans les granules denses
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et est libéré dans la vacuole parasitophore apres l'invasion. L'analyse de sérums prélevés
en phase aigué€ nous a permis par contre de mettre en évidence une reconnaissance de
I'antigéne GP28,5 plus faible, mais également la reconnaissance de deux antigenes
supplémentaires de 30 kDa et environ 50-55 kDa. L'antigéne de 30 kDa pourrait
correspondre a l'antigéne de granules denses récemment décrit par LERICHE et
DUBREMETZ, en 1991, et l'antigéne de 50-55 kDa & un antigéne de rhoptrie.
Néanmoins, des études complémentaires sur un plus grand nombre de sérums humains
prélevés en phase aigu€ seraient nécessaires pour approfondir ces premiers résultats et
permettraient de pouvoir apprécier l'importance respective des antigénes reconnus au
cours des différentes phases de l'infection.

Ainsi, tous ces résultats établissent clairement que la contamination par 7. 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 antigénes de surface mais également contre des antigénes de sécrétion et de
thoptries. Ceci suggere que des anticorps d'isotype IgA sont dirigés contre des molécules
immunogenes présentes en quantités importantes dans l'organisme lors des premiéres
phases d'invasion du parasite. Ces anticorps peuvent ainsi constituer un excellent
marqueur d'infection aigu€. A cet égard, l'induction d'anticorps IgA vis-a-vis de
l'antigéne P30 notamment, est de courte durée et révele donc une toxoplasmose récente ce
qui permet une évaluation précise de 1'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 et/ou
développant un S.I.LD.A. puisque ces anticorps peuvent parfois €tre détectés avant

'apparition de complications toxoplasmiques graves.
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Une étude cinétique précise de la réponse anticorps ne peut cependant étre réalisée

qu'a l'aide de modeles expérimentaux pour lesquels on peut connaitre la date exacte de
l'infection et grace auxquels on peut essayer d'appréhender la fonction des différents types
d'anticorps au cours de la toxoplasmose. Néanmoins, aucun modele n'est idéal et chacun
posséde ses caractéristiques propres. Deux modeles particuliers couramment utilisés dans
notre laboratoire, celui du rat et de la souris possedent un comportement vis-a-vis de
l'infection par T. gondii ainsi qu'un métabolisme des anticorps IgA, différents.

Le comportement naturellement résistant du rat vis-a-vis de l'infection par T.
gondii, le rapproche de celui observé lors de l'infection humaine chez les individus
immunocompétents, et constitue de ce fait un modele intéressant pour ce type d'infection.
De plus, dans notre laboratoire, le modele du rat génétiquement athymique (Nu/Nu), rat
sensible a l'infection par seulement 1000 tachyzoites de la souche RH a été mis au point et
a déja prouvé tout son intérét dans des études de protection réalisées par RIDEL ez al., en
1988. Le rat posséde ainsi l'avantage de permettre une approche des mécanismes
impliqués dans I'immunité au cours de la toxoplasmose. Cependant, le métabolisme des
IgA chez cet animal est radicalement différent de celui observé chez I'homme ce qui est
essentiellement li€ a 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 posseédent pas (BROWN
et KLOPPEL, 1989). Ceci rend la détection des IgA sériques un peu plus délicate dans ce
modele et l'obtention de grandes quantités d'IgA sécrétoires pour des études

fonctionnnelles, fastidieuse.
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La souris, est quant a elle, sensible 2 l'infection par le parasite et posséde 1'avantage d'étre
facilement utilisable dans des expériences de protection. Chez cet animal, le transport
hépatobiliaire existe également mais est moins important que chez le rat, ce qui lui confere,
a cet égard, un comportement intermédiaire entre celui observé chez le rat et celui observé

chez 'homme (DELACROIX et al., 1985).

Au début de notre étude, 1'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 modele (TAILLIEZ et al., 1974 ; GRENEY ez al., en 1985). Nos travaux,
dans les deux modeles rat et souris, ont permis 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 1'importance de l'induction d'une réponse
anticorps IgA lors d'une infection par voie orale comparée 2 une infection par voie
intrapéritonéale et l'apparition précoce de ces anticorps (dés J7) confirmant les premiers
travaux de TAILLIEZ chez la souris. Cependant GRENEY er al., avaient observé une
réponse anticorps légérement plus importante par voie intrapéritonéale comparée 2 la
réponse anticorps obtenue lors d'une infection par voie orale. Les différences observées
peuvent étre attribuées soit a l'utilisation d'un nombre plus important de kystes provenant
de souches différentes, soit a l'emploi de souris de souches différentes. L'étude de la
cinétique 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 1'isotype IgA dans
I'évaluation d'une toxoplasmose aigué chez I'homme.

La recherche des différents antigénes reconnus dans un extrait total de tachyzoites
par les anticorps IgA de sérums de rats et de souris infectés ou immunisés par les

antigénes d'excrétion-sécrétion nous a permis de mettre en évidence une réponse anticorps
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IgA dirigée contre de nombreux antigénes. Ces antigénes cibles sont principalement
constitués par les antigénes de 28,5, 29, 30, 35 et 38 kDa chez le rat et d'un antigeéne
majeur de 29 kDa chez la souris 75 jours apres l'infection. Nous n'avons pas détecté de
réponse majeure contre 'antigéne P30 chez ces souris a 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 antigéne moins d'un mois apres l'infection. La
détection chez le rat d'une réponse anticorps IgA intense dirigée contre P30 n'est pas
surprenante et conforte l'intérét potentiel de cet antigéne. Cette étude a permis de confirmer
I'intérét d'autres antigénes, notamment l'antigéne P35 également reconnu par les anticorps
IgA de sérums humains et dont l'intérét a déja été souligné chez I'homme (POTASMAN et
al., 1986). La reconnaissance d'un antigéne particulier de 29 kDa par les sérums de rat et
de souris infectés mérite néanmoins une étude plus approfondie, cet antigéne original ne
correspondant & aucun antigéne décrit.

Nous avons également pu démontrer l'induction d'une réponse anticorps IgA
importante aprés immunisation par les antigénes excrétés-sécrétés par les tachyzoites. La
réponse anticorps de rats infectés ou immunisés a souligné la reconnaissance, parmi ces
antigénes, d'un antigéne particulier de 34 kDa. 1l serait intéressant de pouvoir confirmer
ou non l'identité de cet antigéne avec l'antigéne de 32 kDa sécrété par T. gondii dans la
vacuole parasitophore et décrit par SIBLEY et al., en 1988 ou avec l'antigéne ES de 34

kDa décrit par DARCY ez al., en 1988.

Enfin, la présence d'anticorps d'isotype IgE ayant ¢té détectée dans les sérums
aigiis d'infection humaine (BESSIERES-CATHALA, 1982; PINON et al., 1982,1987)
ceci nous a conduit a rechercher les anticorps de cet isotype parallélement aux anticorps
IgA chez le rat infecté par voie orale. En effet, d'autres études menées en parallele 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 tachyzoites de
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la souche RH ou immunisés par les antigénes ES, mais aussi le réle important jou€ 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 parallele a la réponse
anticorps IgA dans ce modele. La cible majeure de ces anticorps s'est avérée €tre
I'antigéne de surface P30, confirmant ainsi la large réponse polyisotypique suscitée par cet
antigene. 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 ez 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 aigu€, mais qu'ils ne persistent pas plus de 4
mois apres 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 déja été¢ démontré pour de nombreux parasites
protozoaires, notamment, Entamoeba hystolytica (ACOSTA et al., 1983), Giardia lamblia
(KAPLAN et al., 1985), et plus particuliérement 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 rdle en inhibant la pénétration et le développement des parasites
dans la cellule. Dans la toxoplasmose, dés 1986, McLEOD et MACK, ont démontré apres
récupération des lavages intestinaux, la présence d'IgA intestinales chez des souris Swiss

infectées par de fortes doses de kystes de la souche ME49.
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Nous nous sommes, pour notre part, davantage intéressés au modele rat dont nous avions
entrepris I'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 a cette
époque des réactifs de qualité satisfaisante sur le marché. Le transport hépatobiliaire des
IgA (ORLANS ez 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 sécrétions
intestinales, a rendu la détection de ces anticorps particulieérement délicate dans ce modele
et ne nous a pas permis de mettre en évidence cette réponse anticorps, méme apres
concentration des liquides de lavages intestinaux. D'autre part, le rat ne possédant pas de
vésicule biliaire, I'écoulement de la bile est continue et sa récupération aurait nécessité le
maintien des rats en cages de contension, apres 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).

Paralleéllement a ces travaux, d'autres auteurs se sont intéressés a 1'étude de 1a réponse IgA
sécrétoire chez la souris. Ainsi, CHARDES et al., en 1990, ont étudi€ 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 2 partir de deux semaines dans le sérum et le lait,
et de trois semaines dans les sécrétions intestinales. Ces anticorps semblent dirigés contre
les mémes antigénes quelle que soit l'origine du liquide biologique étudié. A une infection
aigué, est associée la reconnaissance d'antigénes de 30 kDa (lait, sécrétions intestinales et
sérum), de 43 kDa (lait et sérum), et de composants de rhoptries (sécrétions intestinales).
Ces travaux confirment I'importance de ces antigénes identiques a ceux reconnus lors de

I'infection humaine.
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Cependant, les anticorps IgA sont particulierement difficiles a purifier et A obtenir
en grandes quantités. En effet, différents essais utilisant la jacaline, lectine permettant la
purification facile des IgA humaines, notamment les IgA1 (GREGORY et al., 1987), n'est
pas applicable aux IgA de rat et de souris. D'autres méthodes utilisant la chromatographie
d'affinité, n'ont également pas permis d'obtenir des quantités d'anticorps IgA suffisantes
pour étre compatibles avec leur exploration fonctionnelle. Une approche des fonctions
biologiques de ces anticorps au cours de la toxoplasmose s'avérait donc des plus délicate.
Nous avons, dans ce contexte, envisagé la production d'anticorps monoclonaux d'isotype

IgA spécifiques du parasite, afin d'aborder cette question.

I11._PR ION D'ANTI P N NA IgA SP IQUE
DE T, NDII

Les résultats obtenus dans notre modele sont originaux puisqu'a notre
connaissance, la production d'anticorps monoclonaux IgA n'a jusqu'ici pas encore été
décrite dans la toxoplasmose. De plus, la production d'autres anticorps monoclonaux‘
obtenus dans des modeles bactériens n'avait pas fait l'objet de recherches particulieres
permettant d'augmenter les pourcentages de clones hybrides sécrétant spécifiquement des
anticorps d'isotype IgA.

Nous avons démontré dans notre étude que le choix des protocoles d'infection ou
d'immunisation associés a un type d'adjuvant ou d'immunostimulant donné, ainsi que le
type d'organes prélevés pour la fusion cellulaire était fondamental. En effet, I'utilisation de
cellules de la rate n'a conduit 2 aucun clone positif ni dans notre étude ni dans une étude
similaire réalisée par Delphine GREZEL dans le laboratoire, et concernant un autre

parasite, Schistosoma mansoni.
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L'emploi de deux types d'adjuvants, la toxine cholérique et le MDP (muramyldipeptide)
ont permis d'augmenter de fagon importante le nombre de clones producteurs d'IgA
totales et spécifiques.

1l est en effet bien connu que la toxine cholérique est un excellent immunogene lorsqu'elle
est administrée par voie orale (LYCKE et HOLMGREN, 1986); elle stimule de fagon trs
efficace la réponse IgA locale, engendrant une réponse mémoire au niveau de la lamina
propria. De plus, elle stimule également la production d'une réponse IgG systémique
(LYCKE et al., 1987; ELSON, 1989; LYCKE et al., 1989).

Récemment, différents auteurs ont d'ailleurs confirmé que 1'emploi de cet adjuvant pouvait
induire une réponse IgA sécrétoire, spécifique de T. gondii, plus intense que celle
observée lors de l'infection naturelle (BOURGUIN et al., 1991). Le mécanisme de
stimulation du systtme muqueux par cette toxine est encore mal connu mais il a été
démontré que l'effet de la toxine cholérique in vitro conduit 2 l'augmentation de la
synthese des IgA et des IgG par les cellules B activées (LYCKE et STROBER, 1989).
Nous avons également utilis¢ comme immunostimulant, le muramyldipeptide ou MDP
(Nacétyl muramyl-L-alanyl-D-Isoglutamine) qui fait partie des adjuvants synthétiques et
représente la plus petite partie soluble de la paroi des mycobactéries ayant une activité
adjuvante. Des antigenes excrétés-sécrétés ont €té injectés par voie sous-cutanée, puis
I'administration de MDP a été réalisée par voie orale. Dans ces conditions, le MDP exerce
un effet immunostimulant sur la réponse IgA (CHEDID et al., 1976). Cette substance était
par ailleurs connue pour induire une élévation des IgA sériques dans le cas d'antigénes
inhalés (BUTTER er al., 1983). Le mécanisme d'action exact du MDP reste encore a
définir, bien qu'une action directe au niveau des macrophages soit établie. D'autres
mécanismes impliqueraient également une action sur les lymphocytes T et B, peut-Etre par
une action indirecte médiée par diverses lymphokines (BAHR et CHEDID, 1986). Nos
premiers résultats ont confirmé la possibilité d'augmenter le nombre de clones IgA

spécifiques lors de l'utilisation de cette substance. Ainsi, la capacité du MDP a augmenter
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la réponse immune quand il est administré par voie orale, l'efficacité de la voie orale dans
la stimulation d'une réponse IgA sécrétoire, suggére que le MDP, administré oralement
peut étre efficace en tant qu'adjuvant du syst®me immun muqueux.

Des études préliminaires nous ont permis de constater par cytofluorométrie de
flux que certains anticorps monoclonaux IgA se fixaient effectivement sur le parasite, mais

nous n'avions pas d'explication quant 2 la fixation sur le parasite du témoin d'IgA

myélomateuse irrelevant x 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 T. 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 Swureptocoques de groupe B
(RUSSEL-JONES ez al., 1986). Une autre hypothese serait la fixation des IgA sur le
parasite par l'intermédiaire de certains de leurs résidus oligosaccharidiques. Il a été
récemment démontré que certaines lectines bactériennes pouvaient interagir avec des IgA
(WOLD et al., 1990). Ces premiers résultats seraient donc 2 réévaluer.

Nous avons ainsi obtenu des anticorps monoclonaux IgA spécifiques de T.
gondii dont la spécificité antigénique précise a pu étre déterminée pour 1'un d'entre eux.
Ainsi, une molécule de 60 kDa reconnue par l'anticorps monoclonal TG25 ABI11 et
présente dans l'extrait membranaire de tachyzoites a pu étre identifiée par immunotransfert
et immunoempreinte en conditions non réductrices. L'identité avec l'antigéne P30 a
ensuite été confirmée dans un test d'immunocapture dirigé contre cet antigeéne. Ceci est
compatible avec certaines de nos observations antérieures ainsi que celles d'autres équipes
indiquant que 1'antigéne P30 peut se dimériser et que cette forme peut tre reconnue par
certains anticorps monoclonaux IgG spécifiques dirigés contre P30 (J. SMITH,

communication personnelle). Cet anticorps monoclonal reconnaitrait donc un épitope de la
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molécule P30 lorsque celle-ci se trouve sous forme dimérique, puisque la réalisation de
I'immunotransfert en conditions non réductrices n'a pas révélé de bande a 30 kDa. 1l est
intéressant de noter que la sonde anticorps monoclonale 1gG TGO05-54 que nous
possédions révele par contre une bande a 30 kDa, mais ne détecte rien & 60 kDa, ce qui
suggere que les €pitopes reconnus par ces deux anticorps monoclonaux sont différents. De
plus, les expériences d'inhibition avec différents peptides de 1'antigéne P30 n'ont pas
permis de préciser 1'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal IgA ce qui pourrait
effectivement s'expliquer si I'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal est un épitope
conformationnel. Néanmoins, il est également possible que '€pitope 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-a-vis de l'antigéne lui méme.

Afin de pouvoir aborder le réle de ces anticorps au cours de l'infection, une
étude a l'aide de modeles in virro et in vivo a été entreprise pour deux anticorps
monoclonaux IgA spécifiques de T. gondii, TG25 AB11 et TG30 GDSs.

Nos expériences réalisées in vitro en collaboration avec J.E SMITH, n'ont pas permis
de mettre en €vidence d'action lytique directe de ces anticorps vis-a-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
étre observée dans d'autres conditions.

En effet, dans un modgle 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 1'existence d'anticorps IgA1 humains purifiés capables d'induire 1a 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,
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mais en association avec différentes composantes de l'immunité.

Afin d'évaluer in vivo le rdle que pourraient jouer nos deux anticorps monoclonaux IgA
TG25 ABI11 et TG30 GDS au cours d'une infestation par le parasite, nous avons utilisé
les modeles expérimentaux disponibles dans notre laboratoire. Le transfert passif des
anticorps monoclonaux IgA spécifiques et non spécifiques du parasite chez le rat Nude et
la souris OF1, nous ont conduit 2 observer une augmentation de la susceptibilité des
différents animaux 2 l'infection par T. gondii. L'induction d'IgA monoclonales sécrétoires
en continu au niveau des muqueuses, par la technique du "back-pack”, a également
souligné le méme effet, d'autant plus marqué que l'on avait une production d'IgA
sécrétoires monoclonales plus importante.

Ceci pourrait tout d'abord suggérer que les épitopes reconnus par nos deux anticorps
monoclonaux ne constituent pas des €épitopes protecteurs vis-a-vis de l'infection, ce qui
n'explique toutefois pas le phénoméne d'exacerbation observé. Ainsi, l'augmentation de la
susceptibilité des animaux 2 l'infection aprés administration d'anticorps IgA spécifiques
ou non du parasite, nous a amené 2 envisager plusieurs hypothéses pour expliquer ce
phénomene.

L'hypothése la plus probable pourrait étre une inhibition des mécanismes de lyse
complément-dépendante par les anticorps IgG spécifiques du parasite, suite 2 la fixation
des anticorps IgA (spécifiquement ou non) sur le parasite. Il a en effet été clairement
démontré in virro dans un modele bactérien d'infection par méningocoque que des
anticorps IgA1 purifiés provenant de sujets vaccinés pouvaient agir comme anticorps
bloquants lorsqu'ils sont fixés spécifiquement 2 la capsule polysaccharidique du
méningocoque de groupe C. La fixation d'IgA spécifiques aurait pour effet de bloquer la

lyse complément-dépendante des [gG de spécificité distincte de celle des IgA, et affecterait
les deux voies d'activation du complément. D'autre part, les fragments Fab et F(ab'y) de

ces mémes IgA peuvent également inhiber la lyse IgG-dépendante, suggérant l'effet

Fc-indépendant d'un tel phénomene (JARVIS et GRIFFIS, 1991). La fixation dTgA non
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spécifiques du parasite par l'intermédiaire de mécanismes de type lectine pourrait conduire
au méme résultat. Une seconde hypothese 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 1'hdte. Néanmoins, aucun
élément ne permet 2 ce jour de conforter une telle hypothese pour T. gondii, mais de telles
molécules capables de cliver les IgG fixées en surface du parasite ont ét€ mises en
évidence dans d'autres modeles parasitaires (AURIAULT er al., 1986). Quelle que soit
I'hypothese exacte, ceci est d'ailleurs en accord avec nos résultats préliminaires,
concernant l'injection simultanée des deux anticorps IgG TG05-54 et IgA TG25 AB11
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 6/8 souris,
le transfert de 1'anticorps monoclonal IgG anti-P30 ayant protégé 7/8 souris et le transfert
simultané de ces deux anticorps ayant conduit a une diminution de la protection (3/8) par
rapport a 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 & une
diminution de la protection (3/8).

11 serait intéressant de vérifier par la technique du Dye-test, si une préincubation des
tachyzoites par cet anticorps monoclonal IgA anti-P30 TG25 AB11 inhibe ou non la lyse
complément dépendante de 1'lgG induite par TG05-54 anti-P30.

D'autres auteurs ont souligné récemment que les anticorps IgA purifiés de colostrum et de
sérum pouvaient €galement avoir un rdle 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 entrainerait une diminution de l'activité

phagocytaire de ces cellules. En effet, les récepteurs pour le Fc des IgG et le C3b seraient
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localisés A proximité du récepteur pour I'IgA, ce qui impliquerait que la fixation de I'TgA
perturberait la fixation de ces molécules. Il faut néanmoins noter que ces effets inhibiteurs
ont été observés avec des cellules provenant de compartiments systémiques (SAITO 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 modeles, 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 espéces (Revue par MESTECKY et McGHEE,
1987), a été soulignée de nouveau dans un modele bactérien. En effet, le transfert d'un
anticorps monoclonal IgA dirigé contre 'antigéne 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 1éthale par cette bactérie (EGAN et al., 1983). Les mécanismes par lesquels cette
protection s'exercerait suggeérent une action opsonisante des anticorps IgA, cette activité
étant augmentée par la fixation du complément. Ainsi, la capacité de ces anticorps a
augmenter la phagocytose in vitro peut contribuer a leur effet protecteur in vivo.
Néanmoins, ces auteurs soulignent la possibilité d'observer des mécanismes différents
lors de 1'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 ét€ mise en évidence a l'aide d'IgA sécrétoires polyclonales dans le modele 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 €té & ce jour souligné a l'aide d'anticorps

monoclonaux IgA spécifiques de parasites protozoaires.
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L'effer protecteur partiel d'anticorps IgA monoclonaux est mieux documenté dans les
helminthiases bien que seules deux études soient & 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 &
I'épitope reconnu par ce monoclonal ou plutét a 1isotype (ROACH et al., 1991).

D'autre part, une étude réalisée dans la schistosomiase, par Delphine GREZEL dans le
laboratoire, a conduit & la production d'anticorps monoclonaux IgA au cours de la
schistosomiase murine. Les anticorps IgA obtenus sont dirigés contre 'antigéne protecteur
Sm28GST recombinant, et possédent 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 'homme ot la production d'anticorps
IgA chez des individus infestés s'avére corrélée a la résistance a 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 2 celui de nos anticorps monoclonaux. Apres l'analyse
de toutes ces données, nous ne pouvons donc pas conclure si l'effet que nous avons
observé est di soit a 1'épitope reconnu par cet anticorps monoclonal soit a 1'isotype lui
méme, soit & la combinaison des deux. Il est tout & fait possible comme le laissent
supposer certains auteurs (BOHNSACK er al., 1989) qu'une hétérogénéité de
comportement soit observée entre différents anticorps monoclonaux dirigés contre un
méme antigéne, mais reconnaissant des épitopes différents et a fortiori avec des anticorps
monoclonaux dirigés contre des antigénes différents. Cette possibilité ne peut pas a ce jour
étre évaluée.

Au vu de 1'ensemble de ces résultats qui ont concerné tout d'abord l'emploi d'extraits

antigéniques complexes, et apres avoir évalué différents protocoles permettant une
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optimisation de l'obtention d'anticorps monoclonaux IgA, il semble intéressant de
poursuivre I'analyse de la fonction de ces anticorps dans la toxoplasmose. Tout d'abord,
il serait intéressant dans notre contexte de produire un anticorps monoclonal IgA dirigé
contre le méme épitope de P30 que celui reconnu par le monoclonal IgG TG05-54 afin de
pouvoir comparer les effets obtenus et de mieux évaluer la relevance des mécanismes liés
d'une part 2 la partie Fab de ces anticorps et d'autre part, 2 la partie Fc. D'autre part,
différentes molécules recombinantes de 7. gondii notamment les antigénes GP28,5, (dont
le rdle protecteur au cours de la toxoplasmose a déja été suggéré par les premiers travaux
de DARCY et al. ) et P21, actuellement en cours de production dans notre laboratoire,
pourraient €tre utilisées afin de pouvoir étudier l'impact sur 'immunité de ces différents

antigeénes via la réponse isotypique IgA.

1IV. IMPLICATIONS A 'IMMUNITE D ERTAIN
EPITOPES PARTICULIERS D 'ANT NE P

Nos différents travaux ont permis de confirmer que I'antigéne majeur de surface
reconnu par les anticorps IgA tant au cours de la toxoplasmose humaine qu'expérimentale,
est l'antigéne P30. Afin d'induire des réponses appropriées au niveau muqueux, suite a
l'infection par le parasite, I'induction de cellules T "helper” CD4+ et T cytotoxiques CD8+
spécifiques de l'antigéne P30 doivent €tre étudiées vis-a-vis d'une infection par voie orale.
En effet, I'étude de la réponse T est de premilre importance puisque la réponse IgA est
thymodépendante (DUNKLEY et al., 1990). L'antigéne P30 était donc un excellent
candidat potentiel pour aborder cette étude.

La molécule P30 a conduit par le passé a des effets de protection non concluants
chez des souris BALB/c, lors d'immunisation répétées en présence d'adjuvant de Freund,
provoquant méme une exacerbation de la susceptibilité 2 I'infection (KASPER et al,,

1985). Dans notre laboratoire nous avons, par contre, obtenu des résultats encourageants.
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En effet, nous avons préalablement montré que le transfert passif d'un anticorps
monoclonal dirigé contre P30 est capable de conférer au rat Nude une protection notable
contre une infection léthale de parasites (SANTORO et al., 1987). Des résultats plus
récents obtenus chez la souris apres l'infection par 1200 kystes de la souche 76K ont
montré que le transfert passif de ce méme anticorps monoclonal conduit A une protection
supérieure a 50%, plus de 30 jours aprés l'infection.

Deux approches nous ont permis d'étudier plus précisément l'implication de
certains épitopes particuliers de la molécule dans I'immunité au cours de la toxoplasmose.
La purification de P30 par chromatographie liquide de haute performance (HPLC) a
permis d'obtenir la séquence de la partie N-terminale de cet antigéne. La syntheése d'un
peptide correspondant 2 cette partie a donc €té réalisée par 1'équipe du Pr. TARTAR &
I'Institut Pasteur de Lille. Des études complémentaires réalisées dans notre laboratoire ont
par ailleurs démontré que ce peptide pouvait étre reconnu par les anticorps IgA de sérums
humains (A.DECOSTER, communication personnelle). Nous avons donc entrepris
d'explorer I'immunogénicité de ce peptide dans les modeles expérimentaux du rat et de la
souris. Généralement, les peptides s'avérent étre peu immunogenes par eux-mémes et afin
d'éviter 'emploi de molécules porteuses "carrier”, une construction octamérique de ce
méme peptide a alors été réalisée. L'intérét d'une telle construction avait déja été souligné
dans l'étude d'un autre modele parasitaire, la Schistosomiase, avec le peptide 115-131 de
l'antigéne Sm28GST de Schistosoma mansoni (WOLOWCZUK et al., 1991). Nos
résultats ont permis de démontrer I'induction d'une forte réponse anticorps chez les rats et
les souris immunisés par les différentes formes du peptide 48-67 de l'antigéne P30. En
effet, I'immunisation par la construction octamérique de ce peptide a induit dans ces deux
modeles expérimentaux une forte réponse IgG dirigée a la fois contre le peptide linéaire et
la construction octamérique de ce méme peptide. Ces anticorps réagissent fortement en
immunotransfert vis-a-vis de l'antigéne P30, mais ne reconnaissent néanmoins pas

l'antigéne natif du tachyzoite en immunofluorescence ce qui suggererait que ces anticorps



166

reconnaissent soit une forme linéaire et non conformationnelle de cet épitope, soit que ce
méme épitope ne serait pas exposé 2 la surface du parasite.

Le role protecteur des deux formes linéaire et octamérique du peptide 48-67, a été
évalué dans les modeles expérimentaux du rat Nude et de 1a souris.
Le modele du rat Nude, dont nous avons déja parlé, nous a permis de démontrer que le
tranfert passif de seulement 5x104 lymphocytes T spécifiques de la construction
octamérique 48-67 a permis de doubler le temps de survie de ces rats lors d'une infection
léthale par la souche RH. Ceci confirme que l'immunisation par la construction
octamérique du peptide 48-67 est capable d'induire non seulement une forte réponse
anticorps, mais également une réponse cellulaire T fonctionnelle. Les mécanismes
d'induction de la protection restent cependant a définir chez le rat, mais ces résultats
démontrent qu'ils font intervenir des mécanismes T-dépendants. Une étude plus
approfondie concernant notamment la production de différentes lymphokines serait dans
ce contexte d'un grand intérét.
Chez la souris infectée par une dose 1éthale de 1200 kystes par voie orale, I'immunisation
préalable avec la construction octamérique du peptide 48-67 a conduit a un degré de
protection d'environ 40%, tandis que le peptide linéaire n'a entrainé aucune protection. Il
est néanmoins intéressant de noter que chez ces souris non protégées, une forte réponse
anticorps IgG peut étre détectée en E.L.L.S.A. vis-2-vis des deux formes peptidiques,
mais que seule une faible réaction anticorps est détectée par immunotransfert vis-a-vis de
P30 dans un extrait total de parasites. Les mécanismes de I'immunité 3 médiation cellulaire
étant prépondérants chez la souris, il est donc possible que I'immunisation des souris avec
le peptide linéaire ne stimule pas aussi efficacement I'immunité cellulaire que ne le fait la
construction octamérique. Parmi les mécanismes induisant cette protection apres
immunisation par voie sous-cutanée avec la construction octamérique, on peut avancer
I'hypothese 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
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cellules, par sécrétion indirecte de lymphokines, notamment.

La reconnaissance par le systéme immunitaire de I'antigéne P30 engendre chez la souris,
une série de mécanismes particuliers conduisant A I'élimination du parasite. En effet,
différents auteurs ont montré que l'antigéne P30 est capable d'induire la stimulation de
cellules cytotoxiques tuant le parasite in vitro (KHAN et al., 1988b et 1991; KASPER et

al., 1992). D'autre part, I'immunisation de souris par une protéine de fusion
correspondant a l'antigéne P30 associée 2 la glutathion transférase de Schistosoma

Japonicum, induit une activation des macrophages, qui deviennent alors capables de tuer in
vitro le parasite (MAKIOKA et KOBAYASHI, 1991a).

Le role protecteur de 1'antigeéne P30 a d'ailleurs été confirmé trés récemment 2 1'aide de
protocoles d'immunisation différents de ceux utilisés par KASPER et al., 1985. En effet,
deux immunisations avec l'antigéne P30 par voie intrapéritonéale sont capables de
protéger des souris Swiss-Webster contre une infection par des tachyzoites de la souche
C. Cette protection est nettement augmentée lorsque l'antigéne P30 est incorporé dans des
liposomes (BULOW et BOOTHROYD, 1991). D'autre part, KHAN et al., en 1991, ont
aussi obtenu une protection trés significative chez des souris immunisées deux fois par
semaine pendant 15 jours, par l'antigéne P30, en association avec une saponine, le quil A,
puis infectées par voie orale avec 50 kystes de la souche P. L'étude des mécanismes
immunitaires responsables de cette protection a d'ailleurs permis de montrer 1'implication
de cellules T spécifiques de 1'antigéne P30. Le transfert adoptif de splénocytes immuns de
ces souris a induit un niveau de protection significatif vis-a-vis d'une infection par des
doses léthales de parasites. L'élimination des cellules T CD8% entraine la perte de
I'immunité, par contre la déplétion des cellules T CD4+ n'a apparemment aucun effet
(KHAN et al., 1991).

Ainsi, dans ce contexte, nos résultats apportent la premiere démonstration qu'une
immunisation de souris A l'aide d'une constuction peptidique de l'antigene P30 peut

également conférer une protection contre la toxoplasmose.
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D'autre part, sachant que la protéine 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 mononuclées stimulée par la protéine P30 purifiée

sont doués d'une activité antiparasitaire, celle-ci s'opérant par l'intermédiaire de

l'interféron y (KHAN et al., 1988a), il nous a paru intéressant de déterminer, dans notre
modele expérimental du rat, quels étaient les épitopes de cet antigéne reconnus lors d'une
infection par voie orale. Ceci a été réalisé a 1'aide de différents peptides sélectionnés dans
le laboratoire du Pr. TARTAR a partir de la séquence de P30 publiée par BURG et al.,
1988) de cet antigéne. Le rdle important des ganglions mésentériques au cours d'une
infection orale par T.gondii a été souligné par McCLEOD et al., en 1984. Ces mémes
auteurs ont en effet noté la présence des parasites a ce niveau dés le deuxi¢me jour aprés
l'infection et observé leur persistance pendant un mois environ. Ceci suggére que ces
ganglions pourraient jouer un role fondamental dans la dissémination des parasites. Nos
résultats ont permis de mettre en évidence qu'un peptide particulier, le NC4:238-256 est
reconnu par les cellules T ganglionnaires et les cellules T spléniques de rats Fischer au
cours de l'infection. 11 est intéressant de noter que le peptide N-terminal et sa construction
octamérique ne sont, par contre, pas reconnus au cours de l'infection du rat Fischer. Ceci
n'exclue pas qu'une reconnaissance puisse tre observée en utilisant d'autres souches de
rats génétiquement différents. 11 ressort néanmoins que le peptide N-terminal ne contient
pas d'épitopes générant une réponse T majeure au cours de l'infection alors que comme
nous l'avons dit précédemment une construction octamérique de ce peptide suscite une
réponse cellulaire T protectrice.

A ce stade, il serait intéressant tout d'abord, de pouvoir vérifier si I'immunisation par ce
peptide est capable ou non de provoquer une réponse proliférative vis-a-vis de 1'antigéne
P30 lvi mé€me, ce qui serait particulitrement relevant dans notre modele d'infection.
D'autre part, puisqu'il a été montré dans le modele de la schistosomiase qu'une méme

molécule pouvait induire la production d'anticorps protecteurs et bloquants (GRZYCH et
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al., 1984) il est du plus grand intérét de définir avec exactitude les différents épitopes
d'une molécule capables de susciter spécifiquement une réponse protectrice. Une étude du
role fonctionnel des lymphocytes T "helper” spécifiques de ce peptide, au cours d'une
imunisation par l'antigene P30 serait fondamental, notamment dans le contexte de la
réponse anticorps IgA. Cependant, la présence dans le peptide 238-256 d'un épitope T
n'implique pas que celui-ci joue un rdle majeur dans l'induction d'une protection. En
effet, il se pourrait que cet épitope de 1'antigene P30 puisse étre un des épitopes exposés
par le parasite, dans le but unique de détourner le systtme immunitaire et de rendre
inefficace toute réponse. Il serait donc intéressant de déterminer si le peptide 238-256
contenant un épitope reconnu par les lymphocytes T de rats peut étre un peptide protecteur
vis-a-vis d'une infection par le parasite. A cet égard, le r0le protecteur de constructions
octamériques de ce peptide et de constructions octamériques incluant le peptide 48-67 etle

peptide 238-256 pourrait &tre évalué dans notre modele.

Y. NCLUSION

Les approches expérimentales que nous avons développées tant au niveau humoral qu'au
niveau cellulaire ont contribué A une meilleure compréhension des mécanismes
potentiellement impliqués dans l'immunité au cours de la toxoplasmose. L'intérét de
I'antigéne P30 tant dans le diagnostic précoce de l'infection aigué par le parasite, que dans
l'induction d'une immunité protectrice est aujourd'hui bien €tabli. L'importance au cours
de l'infection humaine et expérimentale de la réponse anticorps IgA dirigée spécifiquement
contre cette molécule et des mécanismes & médiation cellulaire induits par cet antigéne nous
ont conduit & aborder d'une part la fonction de cet isotype, et d'autre part a étudier
l'implication de certains épitopes de cet antigene dans l'immunité. L'incidence sur

l'expression de I'immunité, de la réponse IgA spécifique de 1'épitope contenu dans le
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peptide N-terminal 48-67 de 1'antigéne P30 pourrait €tre évaluée grice 2 la réalisation
d'anticorps monoclonaux IgA spécifiques de ce peptide présenté sous forme octamérique.
Du fait de son importance, la reconnaissance par les lymphocytes T de 1'épitope contenu
dans le peptide 238-256 de l'antigéne P30 serait également & approfondir. Il faut
cependant garder A l'esprit que les anticorps ne constituent certainement qu'une
composante de l'immunité et que d'autres mécanismes, impliquant notamment
l'intervention de lymphocytes T intraépithéliaux 2 activité cytotoxique induits au niveau du
systtme immun muqueux (GUY-GRAND et al., 1991), pourraient également exercer un
role important dans l'induction d'une protection. De plus, la possibilité de disposer
prochainement sous forme recombinante, d'autres antigénes a potentialité protectrice,
notamment les antigénes GP28,5 et P21, laisse entrevoir le développement d'études
similaires permettant une dissection précise des mécanismes sous-tendant l'expression de
cette immunité protectrice.

Dans le contexte d'une vaccination par voie orale, qui semble actuellement la plus
prometteuse, les mécanismes d'une protection locale et l'identification des épitopes
protecteurs des antigénes d'intérét, restent encore a préciser et nécessitent des
investigations plus poussées tendant a prévenir l'induction d'une réponse anticorps
bloquante. L'association d'épitopes B et d'épitopes T "helper" de différents antigénes
protecteurs, dans des nouvelles formes de transport (microspheres, 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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