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ABREVIATIONS

ABTS 2.2'-azino-bis (3 ethylbenzithiazoline-6-sulfonic acid)

AST Antigène soluble toxoplasmique

Brdu Bromodéoxyuridine

BSA Bovine serum albumin

CMH Complexe majeur d'histocompatibilité

ConA Concanavaline A

ELISA Immunosorbent linked immuno sorbent assay

FcR Récepteur pour le fragment Fc des immunoglobulines

GPI Glycosyl phosphatidyl inositol

IEL Intra epithelial lymphocyte

IFN Interféron

Ig Immunoglobuline

IL Interleukine

kDa KiloDalton

LBA Lavage bronchioloalvéolaire

LPS Lipopolysaccharide

MGG May Grünwald Giemsa

NK Natural Killer

NKT Natural Killer T

NO Nitric oxide

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR Polymerase chain reaction

PEG Polyéthylène glycol

SAG Surface antigen

SDS Dodécyl sulfate de sodium

SRS SAG1-related sequence

SVFi Sérum de veau fœtal inactivé

TE Tris EDTA

TGF Transforming growth factor

Th T helper

TNF Tumor necrosis factor
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I. TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii est un protozoaire parasite cosmopolite découvert en 1908 par Nicolle et

Manceaux chez un rongeur (Nicolle et Manceaux, 1909). Il appartient à l’Embranchement des

Apicomplexa, à la Classe des Sporozoaires et à la Sous-classe des Coccidies. Le genre

Toxoplasma ne contient qu'une seule espèce : T. gondii.

T. gondii est un parasite obligatoire dont le cycle de développement comprend 3 stades

évolutifs :

- le sporozoïte est issu de la reproduction sexuée du parasite. Il est éliminé dans le

milieu extérieur sous forme d'oocystes contenant quatre sporozoïtes.

- le tachyzoïte est une forme végétative intracellulaire hautement réplicative, mesurant

6-8 µm x 2-3 µm. Présent pendant la phase aiguë de l'infection toxoplasmique, il

infecte les cellules nucléées de l'hôte et s'y multiplie rapidement au sein d'une vacuole

parasitophore qui le protège de l'acidification et empêche la fusion avec les lysosomes.

- le bradyzoïte est une forme végétative intracellulaire de multiplication lente. Il dérive

du tachyzoïte et caractérise la phase chronique de l'infection toxoplasmique. La

division lente des bradyzoïtes aboutit à la formation d'une structure kystique de 20 à

200 µm.

Le cycle évolutif de T. gondii est hétéroxène.

Il se déroule entre un hôte définitif félidé (principalement le chat) et un hôte intermédiaire

vertébré à sang chaud. Le cycle comprend une phase de multiplication sexuée chez l'hôte

définitif, aboutissant à la formation des oocystes et à leur élimination dans le milieu extérieur,
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et une phase de multiplication asexuée des tachyzoïtes puis des bradyzoïtes chez l'hôte

définitif et chez l'hôte intermédiaire, aboutissant à la formation de kystes tissulaires.

Le passage du parasite entre les hôtes se fait par ingestion des oocystes présents dans le milieu

extérieur ou des kystes tissulaires. L'homme se contamine de la même manière par voie orale.

Si la primoinfection survient pendant la gestation, le fœtus peut être contaminé par voie

transplacentaire par les tachyzoïtes circulant dans le sang maternel.

Le cycle est schématisé sur la figure 1.

La structure générale et l'ultrastructure de T. gondii sont illustrées figure 2.

Comme tous les parasites intracellulaires de l'Embranchement des Apicomplexa, T. gondii

possède une organisation cellulaire polarisée contrôlée par un cytosquelette élaboré et

caractérisée par la présence d'un complexe apical. Composé du conoïde, des rhoptries et des

micronèmes, le complexe apical permet l'entrée active rapide (en 15 à 30 secondes) du

parasite dans les cellules dans lesquels il se multiplie à l'intérieur d'une vacuole parasitophore.

T. gondii possède trois compartiments sécrétoires, les micronèmes, les rhoptries et les

granules denses, qui déchargent successivement leur contenu au cours du processus d'invasion

cellulaire (Carruthers, 2002).
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Figure 1. Cycle de T. gondii.
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Figure 2. Structure générale et ultrastructure de T. gondii.

     Adapté de (Black et Boothroyd, 2000).
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La structure moléculaire de T. gondii fait l'objet de nombreux travaux visant notamment à

identifier les protéines constitutives du parasite.

On distingue les protéines de surface et les protéines contenues dans les organelles sécrétoires

du parasite -les micronèmes, les rhoptries et les granules denses- qui participent directement à

la pénétration du parasite et à sa survie dans la cellule cible. Certaines protéines sont

communes à deux ou aux trois stades évolutifs du parasite, d'autres sont au contraire

spécifiques d'un stade donné.

- les protéines de surface (Surface Antigen = protéines SAG).

Plus de 20 protéines de surface ont été identifiées à ce jour (Lekutis et al., 2001). Elles

appartiennent à 5 superfamilles dénommées SAG1 à SAG5. Toutes sont ancrées à la

surface du parasite par une ancre GPI. Elles participent à l'attachement et à l'invasion

cellulaire ainsi qu'à la modulation de la réponse immunitaire.

La superfamille SAG1 est la plus abondante. Elle comprend la protéine SAG1

proprement dite, dont la structure tridimensionnelle homodimérique a été récemment

caractérisée par cristallographie (He et al., 2002) et de nombreuses protéines

homologues SRS (SAG1-related-sequence) dont l'identification et la caractérisation

débutent actuellement (Jung et al., 2004).

- les protéines des micronèmes (protéines MIC).

Environ vingt protéines MIC ont été identifiées à ce jour dans les micronèmes du

complexe apical du parasite (Carruthers, 2002).

Elles sont excrétées lors du contact cellulaire et participent à l'attachement du parasite

(Carruthers et al., 1999) et à son entrée dans la cellule cible (Keeley et Soldati, 2004).
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- les protéines des rhoptries (protéines ROP).

Neuf protéines ROP ont été identifiées dans les rhoptries.

Elles sont sécrétées pendant l'invasion cellulaire puis intégrées à la vacuole

parasitophore (Joiner et Roos, 2002; Ngo et al., 2004). Les protéines ROP2 et ROP4

sont présentes en position transmembranaire à la surface de la vacuole parasitophore

(Beckers et al., 1994; Carey et al., 2004).

- les protéines des granules denses (protéines GRA).

Dix protéines GRA ont été identifiées à ce jour dans les granules denses.

Elles sont sécrétées dans la vacuole parasitophore après l'entrée du parasite dans la

cellule. Les protéines GRA2, GRA4, GRA6 et GRA9 sont présentes en position

transmembranaire sur le réseau membranaire interne à la vacuole parasitophore

(Adjogble et al., 2004). Les protéines GRA contribuent à l'acquisition des nutriments

nécessaires à la réplication parasitaire (Leriche et Dubremetz, 1990) ainsi qu'à la

modulation de la réponse immunitaire (Neudeck et al., 2002).

II. LA TOXOPLASMOSE HUMAINE

L'homme se contamine en ingérant des oocystes présents dans le milieu extérieur ou des

kystes contenus dans la viande. La contamination par les tachyzoïtes est exceptionnelle à

l'exception du fœtus qui se contamine à partir des tachyzoïtes circulant dans le sang maternel

à l'occasion d'une primoinfection.

Trois situations cliniques doivent être distinguées :
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1. Toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent

Habituellement asymptomatique, elle peut parfois se traduire par un syndrome pseudogrippal

accompagné ou non d'adénopathies (Ho Yen et Joss, 1992; Montoya et Liesenfeld, 2004). Des

atteintes viscérales sévères sont possibles mais exceptionnelles. La primoinfection évolue

ensuite spontanément vers une phase chronique asymptomatique qui persiste toute la vie en

l'absence de déficit immunitaire. Le diagnostic de la toxoplasmose acquise est basé sur la

mise en évidence d'une séroconversion toxoplasmique.

2. Toxoplasmose du sujet immunodéprimé

Elle touche des sujets présentant une immunosuppression sévère (SIDA, allogreffe de moelle

osseuse, greffe d'organe) et résulte soit d'une primoinfection soit d'une réactivation à partir

des kystes présents chez un sujet antérieurement infecté (Ho Yen et Joss, 1992; Mele et al.,

2002). Dans le cas des transplantations d'organes, la réactivation peut se faire à partir du

greffon si celui-ci est infecté (Giordano et al., 2002). La toxoplasmose du sujet

immunodéprimé se traduit par une infection aigue disséminée d'évolution souvent fatale ou

par une forme purement cérébrale évoluant sous forme d'encéphalite dans le cas d'une

réactivation. Dans ces situations de multiplication active du parasite, le diagnostic repose

principalement sur la mise en évidence par PCR de l'ADN parasitaire dans le LCR, le sang ou

le LBA. La sérologie est souvent peu informative chez ces patients profondément

immunodéprimés.

3. Toxoplasmose congénitale

La toxoplasmose congénitale résulte du passage transplacentaire des parasites circulant dans

le sang maternel au cours d'une primoinfection chez la femme enceinte. Les mécanismes

exacts du passage transplacentaire ne sont pas connus.
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La probabilité de transmission du parasite au fœtus et la gravité de l'atteinte fœtale évoluent

inversement au cours de la grossesse (Desmonts et Couvreur, 1974; Dunn et al., 1999;

Montoya et Liesenfeld, 2004) (figure 3). En début de grossesse, le risque de transmission est

inférieur à 10% mais l'atteinte fœtale est sévère, se traduisant par la mort in utero du fœtus ou

par des lésions cérébrales graves avec décès à la naissance ou retard psychomoteur majeur.

Au deuxième trimestre, le risque cumulé de toxoplasmose congénitale sévère est maximum,

avec une prédominance de formes viscérales aiguës d'évolution souvent fatale à la naissance.

Au troisième trimestre, le risque de transmission dépasse 60% et atteint 80% en fin de

grossesse. A ce stade, un retard de développement reste possible mais les lésions sont le plus

souvent infracliniques. Une choriorétinite peut apparaître tardivement à la puberté.

En France, le suivi sérologique mensuel des femmes enceintes séronégatives est obligatoire

depuis 1985. En cas de séroconversion toxoplasmique, un diagnostic prénatal est réalisé pour

rechercher la présence du parasite dans le liquide amniotique par PCR. A la naissance, les

examens sont complétés par la recherche du parasite dans le placenta et par le suivi

sérologique de l'enfant. Un traitement par Rovamycine® est débuté dès la séroconversion et

jusqu'à la naissance de l'enfant avec une éventuelle adaptation si le diagnostic prénatal est

positif. Dans ce cas, le traitement est poursuivi chez l'enfant après la naissance. Ces modalités

de dépistage et de prise en charge précoce ont considérablement réduit la gravité des lésions

fœtales sans pour autant réduire le nombre d'infections pendant la grossesse. La fréquence de

la toxoplasmose congénitale est actuellement de 2 à 3 pour 1000 naissances en France.
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Figure 3. Risque de transmission parasitaire et gravité de l'atteinte fœtale au cours

d'une primoinfection toxoplasmique chez la femme enceinte.

Adapté de (Desmonts et Couvreur, 1974; Dunn et al., 1999).
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III. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA TOXOPLASMOSE

1. Toxoplasmose acquise

Les kystes ou les oocystes ingérés libèrent respectivement des bradyzoïtes et des sporozoïtes

dans l'intestin. Les parasites pénètrent dans l'épithélium intestinal par leur complexe apical et

se différencient immédiatement en tachyzoïtes qui se multiplient localement et/ou traversent

activement l'épithélium digestif pour disséminer dans tout l'organisme via le système

lymphatique puis sanguin (Dubey, 1997; Dubey et al., 1997). La dissémination des

tachyzoïtes pourrait se faire sous forme libre ou sous forme intracellulaire dans les leucocytes

(Barragan et Sibley, 2002; Barragan et Sibley, 2003). Cette phase de dissémination

s'accompagne d'une multiplication active des tachyzoïtes dans les cellules et constitue la

phase aiguë de la primoinfection toxoplasmique qui dure quelques semaines, pendant

lesquelles se mettent en place des mécanismes de défense immunitaire d'abord non

spécifiques puis spécifiques sur lesquels nous reviendrons. Sous l'action de la réponse

immunitaire, notamment de l'IFNγ, la multiplication parasitaire ralentit puis les tachyzoïtes

intracellulaires se transforment en bradyzoïtes qui s'enkystent lentement dans les tissus,

marquant le début de la phase chronique de l'infection. Les kystes persistent à l'état quiescent

durant toute la vie et entretiennent une réponse immunitaire spécifique protectrice.

Lorsqu'un état d'immunosuppression apparaît, lymphocytaire T en particulier, les bradyzoïtes

se réactivent et, en l'absence de contrôle immunitaie, se transforment en tachyzoïtes réplicatifs

responsables d'un épisode de réactivation toxoplasmique. La multiplication parasitaire locale

génère des zones de nécrose à l'origine des signes cliniques. La réactivation concerne

préférentiellement les bradyzoïtes enkystés dans le système nerveux central et dans l'œil qui

contiennent peu de cellules immunitaires. Les atteintes observées sont alors principalement

des abcès cérébraux et des choriorétinites.
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2. Toxoplasmose congénitale

La toxoplasmose congénitale résulte de la transmission maternofoetale du parasite lors d'une

primoinfection maternelle pendant la grossesse. Il n'y a pas de transmission chez la femme

immunisée par une infection antérieure à la grossesse car la réponse immunitaire spécifique

présente est protectrice et contrôle la dissémination parasitaire.

Les mécanismes du passage transplacentaire du parasite et de l'infection fœtale sont encore

mal connus car les études in vitro sur les cellules placentaires sont limitées et les modèles

expérimentaux sont délicats à mettre en œuvre. Finalement, les résultats sont difficiles à

extrapoler à la physiopathologie de l'infection humaine car l'anatomie de l'unité fœto-

placentaire et la réponse immunitaire varient selon l'espèce animale.

Après la contamination orale, les parasites traversent rapidement l'épithélium digestif et

gagnent le sang maternel. Cette phase parasitémique dure quelques jours à quelques semaines

pendant lesquelles les parasites pénètrent dans les cellules trophoblastiques et s'y multiplient

comme dans toutes les cellules nucléées de l'organisme (Ferro et al., 2002). L'infection

placentaire pourrait se faire directement par des tachyzoïtes libres ou par le biais de

leucocytes infectés venant adhérer au placenta (Ferro et al., 2002). Le parasite serait ensuite

transmis au fœtus à partir du placenta via le sang foetal. Plusieurs hypothèses sont évoquées :

invasion cellulaire de proche en proche avec multiplication parasitaire et destruction des

cellules placentaires, traversée active des cellules placentaires sans multiplication ni

destruction par un mécanisme de "glissement" ou apoptose et nécrose des trophoblastes

permettant le passage du parasite (Abbasi et al., 2003; Barragan et Sibley, 2002; Barragan et

Sibley, 2003).
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IV. REPONSE IMMUNITAIRE AU COURS DE LA TOXOPLASMOSE

Chez le sujet immunocompétent, la primoinfection toxoplasmique induit une réponse

immunitaire spécifique protectrice à vie, entretenue par la persistance dans l'organisme des

kystes contenant des bradyzoïtes quiescents.

La réponse immunitaire non spécifique initiale et la réponse adaptative spécifique qui apparaît

ensuite ont fait l'objet de nombreux travaux dont se dégage un certain consensus.

1. Réponse immunitaire non spécifique

Elle est initiée par l'envahissement des entérocytes par le parasite après l'ingestion des kystes

ou des oocystes. La réponse inflammatoire débute localement au niveau de la muqueuse

digestive infectée puis s'étend à l'ensemble de l'organisme. Elle participe au contrôle de la

multiplication parasitaire et à la mise en place de la réponse spécifique protectrice.

La cascade des évènements est schématisée figure 4.

L'infection des entérocytes par le parasite déclenche la sécrétion de chémokines (MCP-1,

MIP-1α, MIP-1β, MIP-2, RANTES) qui recrutent rapidement des cellules inflammatoires

(polynucléaires neutrophiles, macrophages, cellules NKT, cellules dendritiques) au site de

l'infection (Denkers et al., 2004; Kasper et al., 2004). Les cellules inflammatoires activées

sécrètent à leur tour des chémokines, lesquelles amplifient le recrutement cellulaire au site de

l'infection, et des cytokines proinflammatoires (TNFα et IL12). L'IL12 induit une production

locale massive d'IFNγ par les cellules inflammatoires elles-mêmes et surtout par les

lymphocytes T (majoritairement CD4+) présents dans la lamina propria ou recrutés par les

chémokines à partir du sang et des organes lymphoïdes.
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Les cellules inflammatoires, activées par l'IFNγ et le TNFα, exercent une activité

toxoplasmicide et contrôlent la réplication parasitaire (Sibley et al., 1991). Plusieurs

mécanismes sont décrits : mécanismes oxydatifs (Murray et Cohn, 1979), production de

réactifs nitrés intermédiaires qui interfèrent avec des enzymes métaboliques essentielles du

parasite (Adams et al., 1990; Scharton-Kersten et al., 1997), activation de l'indolamine 2,3-

déoxygénase qui dégrade le tryptophane indispensable au parasite (MacKenzie et al., 1999;

Silva et al., 2002), production de protéines liant le GTP (IGTP et LRG-47) dont le mécanisme

d'action exact n'est pas encore élucidé (Collazo et al., 2001).

Dans le même temps, une réponse immunitaire spécifique Th1 se met progressivement en

place, initiée par l'IL12 et par la présentation des antigènes parasitaires aux lymphocytes T

CD4+ (Kasper et al., 2004). La production d'IFNγ qui en résulte intensifie la réponse

inflammatoire. Parallèlement au développement de la réponse Th1, les chémokines MIP-1α et

MIP-1β produites par les entérocytes infectés recrutent des lymphocytes intraépithéliaux,

essentiellement des lymphocytes T CD8+ αβ et γδ, qui régulent localement cette réponse

inflammatoire intense en produisant du TGFβ. Le TGFβ réduit la production d'IFNγ par les

lymphocytes T CD4+ de la lamina propria et évite ainsi l'apparition de lésions de nécrose

locale par hyperinflammation (Mennechet et al., 2004).
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Figure 4. Réponse immunitaire non spécifique et mise en place de la réponse adaptative

après primoinfection orale (adapté de (Denkers et al., 2004; Kasper et al., 2004).

PNN : polynucléaires neutrophiles; Mφ : macrophages; CD : cellules dendritiques;

CD4+ : lymphocytes CD4+; CD8+ : lymphocytes CD8+; IEL : lymphocytes intraépithéliaux;

NK : cellules NK.
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2. Réponse immunitaire spécifique

La réponse immunitaire adaptative se met progressivement en place durant la phase de

réponse inflammatoire qui suit la contamination. La résistance à l'infection est très clairement

associée à une réponse Th1 à médiation cellulaire dont les effecteurs majeurs sont les

lymphocytes T CD8+ et l'IFNγ. De nombreux travaux réalisés chez la souris ont permis de

comprendre les mécanismes de la mise en place et la régulation de la réponse immunitaire

spécifique. Ces mécanismes sont résumés figure 5.

Le rôle de la réponse immunitaire spécifique est double. Pendant la phase aiguë de l'infection,

elle participe au contrôle de la multiplication parasitaire puis induit le passage à la forme

chronique par transformation des tachyzoïtes hautement réplicatifs en bradyzoïtes peu

réplicatifs contenus dans les kystes. Pendant la phase chronique de l'infection, l'immunité

spécifique maintient les parasites sous forme quiescente et empêche leur réactivation.

• Rôle des lymphocytes T et de l'immunité à médiation cellulaire

L'IL12 produite par les cellules inflammatoires oriente précocement la réponse immunitaire

spécifique vers un profil Th1 caractérisée par une production d'IL2, de TNFα et surtout

d'IFNγ par les lymphocytes T CD4+, et par une réponse effectrice à médiation cellulaire (Yap

et Sher, 1999).

Il est bien établi que les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont les effecteurs majeurs de

cette réponse cellulaire protectrice pendant la phase aiguë de l'infection. In vivo, la déplétion

des lymphocytes T CD8+ entraîne le décès des animaux après l'infection (Shirahata et al.,

1994). Au contraire, le transfert de lymphocytes T CD8+ sensibilisés confère une résistance à

l'infection (Khan et al., 1994; Parker et al., 1991). L'activité effectrice des lymphocytes T
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CD8+ est liée à leur activité cytotoxique vis-à-vis des cellules infectées (Chardes et al., 1994;

Subauste et al., 1991) et/ou à leur capacité de production d'IFNγ (Shirahata et al., 1994).

Au cours de la phase aiguë de l'infection, les lymphocytes T CD4+ ont essentiellement un rôle

de production de cytokines. La déplétion spécifique de cette sous-population lymphocytaire

dans les premiers jours de l'infection ne modifie par la survie des animaux (Shirahata et al.,

1994) car l'IFNγ est alors produit en grande quantité par les cellules NK (Denkers et al., 1993;

Scharton-Kersten et Sher, 1997). Les lymphocytes T CD4+ s'avèrent en revanche essentiels

pour la transition vers la phase chronique de l'infection (Araujo, 1992) puis pour son contrôle

à long terme en coopération avec les lymphocytes T CD8+ (Casciotti et al., 2002; Gazzinelli

et al., 1992). Ils sont également impliqués dans le développement de l'immunité à médiation

humorale (Johnson et Sayles, 2002).

Parallèlement au développement de la réponse protectrice Th1 se développe une composante

régulatrice Th2 caractérisée par la production d'IL4, d'IL10, d'IL5 et de TGFβ par les

lymphocytes T. La régulation négative de la réponse Th1 par des cytokines Th2 permet

d'éviter les phénomènes immunopathologiques liés à une réponse inflammatoire excessive

(Mennechet et al., 2004; Suzuki et al., 2000).

• Rôle des lymphocytes B et de l'immunité humorale

Le rôle des lymphocytes B est moins clair. La résistance à l'infection est associée à une

production massive d'anticorps spécifiques, majoritairement des IgG2a chez la souris. Ces

anticorps persistent tout au long de la vie mais leur rôle reste controversé en raison du

caractère intracellulaire de T. gondii.

In vitro, les anticorps dirigés contre les protéines SAG1, GRA2 et GRA6 bloquent l'entrée

active du parasite dans les cellules (Cha et al., 2001; Mineo et al., 1993). In vivo, le transfert
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passif d'anticorps spécifiques s'avère toutefois peu protecteur dans la majorité des modèles

animaux de toxoplasmose aiguë (Foster et McCulloch, 1968; Nakayama, 1965; Pavia, 1986).

Plus récemment, des études ont démontré l'implication des lymphocytes B dans la réponse

protectrice. La souris µMT, génétiquement déficiente en lymphocytes B, est plus sensible à

l'infection aiguë que la souche sauvage correspondante malgré une production normale d'IFNγ

et la présence de lymphocytes T CD8+ (Kang et al., 2000). Dans ce modèle, le transfert de

lymphocytes B sensibilisés (Chen et al., 2003) ou d'anticorps spécifiques (Kang et al., 2000)

restaure la résistance à l'infection.

2. Rôle des cytokines

Le rôle des cytokines dans l'infection toxoplasmique a été extensivement étudié chez la souris,

en particulier pendant la phase aiguë de l'infection. De ces nombreux travaux ressortent un

certain nombre d'éléments consensuels.

• Cytokines Th1

- L'IL12 est parmi les cytokines les plus précocement produites après l'infection, par les

polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques. Elle induit la

différenciation des lymphocytes Th0 en lymphocytes Th1 ainsi que la production d'IFNγ par

les lymphocytes Th1 et par les cellules NK. Son rôle est crucial dans les premiers jours de

l'infection (Khan et al., 1994; Sher et al., 2003) mais également à plus long terme pour

maintenir l'activité des lymphocytes T mémoires (Yap et al., 2000). La quantité d'IL12

produite par les macrophages infectés par T. gondii a été reliée à la virulence de la souche

parasitaire, les souches les plus virulentes (souches de type I) induisant la production la plus

faible d'IL12 (Robben et al., 2004).
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- L'IFNγ est identifié depuis de nombreuses années comme la cytokine effectrice clé dans la

résistance à l'infection (Suzuki et al., 1988). Elle est produite à la fois par les cellules NK au

cours de la réponse immunitaire non spécifique initiale puis par les lymphocytes Th1. Sa

production est essentiellement sous la dépendance de l'IL12.

Les rôles de l'IFNγ dans l'infection toxoplasmique sont multiples (Subauste et Remington,

1991) : activation de l'activité toxoplasmicide des cellules phagocytaires et de certaines

cellules non phagocytaires, activation des fonctions cytotoxiques des cellules NK et des

lymphocytes T, augmentation de l'expression du CMH de classe II sur les cellules

présentatrices d'antigène, commutation isotypique des immunoglobulines. Enfin, en

ralentissant la réplication parasitaire, l'IFNγ pourrait participer à la transformation des

tachyzoïtes en bradyzoïtes, donc à la transition vers la phase chronique de l'infection (Bohne

et al., 1993; Jones et al., 1986), puis au maintien du parasite sous forme quiescente (Yano et

al., 2002).

A l'opposé de ces effets protecteurs, une production massive et non régulée d'IFNγ est délétère

et conduit à des phénomènes immunopathologiques (Mennechet et al., 2004; Mordue et al.,

2001; Suzuki et al., 2000) et à des phénomènes apoptotiques massifs lors d'une infection par

une souche parasitaire virulente de type I (Gavrilescu et Denkers, 2001).

- L'IL2 est produite presque exclusivement par les lymphocytes Th1 activés. D'une manière

générale, elle induit l'expansion clonale des lymphocytes T (Th1 et Th2) et B activés par un

antigène et active les fonctions des cellules cytotoxiques. Chez la souris, l'administration

d'IL2 recombinante prolonge la survie, diminue la charge parasitaire et augmente l'activité

cytotoxique des cellules NK (Sharma et al., 1985).
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• Cytokines Th2 régulatrices

Chez le sujet immunocompétent, les cytokines Th2 ne sont pas décrites comme directement

défavorables à l'hôte mais plutôt comme ayant un rôle de régulateur de la réponse Th1.

- L'IL10 est produite par les lymphocytes Th2, les lymphocytes B et les macrophages. Elle

joue un rôle immunomodulateur essentiel en régulant négativement la réponse Th1 et en

évitant ainsi les phénomènes immunopathologiques liés à une hyperinflammation (Gazzinelli

et al., 1996). Cette activité immunosuppressive s'accompagne d'une diminution de l'activité

toxoplasmicide des macrophages infectés (Gazzinelli et al., 1992).

- L'IL4 est essentiellement produite par les lymphocytes Th2 et, dans une moindre mesure,

par les polynucléaires basophiles et les mastocytes. Elle induit la différentiation puis la

prolifération des lymphocytes T indifférenciés vers un profil Th2, la prolifération des

lymphocytes B et la commutation isotypique des immunoglobulines.

Son rôle apparaît défavorable pendant la phase aiguë de l'infection. En l'absence d'IL4, la

survie des animaux infectés oralement est prolongée et les lésions intestinales sont réduites

(Nickdel et al., 2004; Villard et al., 1995). Des résultats contradictoires ont été obtenus chez

la souris génétiquement déficiente en IL4, montrant au contraire une sensibilité accrue à

l'infection aiguë, liée à une réponse inflammatoire exacerbée (Roberts et al., 1996).

Le rôle de l'IL4 apparaît très dépendant du modèle utilisé, notamment de la souche de souris

naturellement susceptible ou résistante à l'infection et du degré de virulence de la souche

parasitaire utilisée.

- Le TGFβ peut être produit par la quasi-totalité des cellules de l'organisme et en retour est

capable d'inhiber la croissance de presque toutes les lignées cellulaires. Pendant la phase
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aiguë de l'infection, il limite le développement de la réponse inflammatoire contrôlant la

prolifération lymphocytaire (Mennechet et al., 2004), en inhibant la production d'IFNγ par les

cellules NK (Hunter et al., 1995) et la production de TNFα par les macrophages (Langermans

et al., 2001). Au niveau intestinal, le TGFβ est produit par les lymphocytes T intraépithéliaux

recrutés par les chémokines libérées par les cellules infectées (Mennechet et al., 2004).

• Cytokines proinflammatoires

Le TNFα, l'IL1, l'IL6 et l'IL18 sont produits par un grand nombre de types cellulaires pendant

la réponse inflammatoire précoce. Ces cytokines sont impliquées à la fois dans la résistance et

dans la susceptibilité à l'infection (Cai et al., 2000; Chang et al., 1990; Mordue et al., 2001).

Le TNFα, en coopération avec l'IL12, stimule la production d'IFNγ par les cellules NK

(Gazzinelli et al., 1993) et, en coopération avec l'IFNγ, active les fonctions toxoplasmicides

des macrophages (Langermans et al., 1992).

L'étude de la production et du rôle des cytokines au cours de l'infection toxoplasmique

humaine est complexe. Les travaux se focalisent particulièrement sur l'encéphalite

toxoplasmique et sur la toxoplasmose congénitale. Trois approches sont principalement

utilisées : le dosage des cytokines in vivo dans le sang périphérique de sujets infectés, l'étude

ex vivo de la production de cytokines par des cellules mononuclées sanguines stimulées par

des antigènes toxoplasmiques et des études in vitro sur des cellules en lignée continue,

notamment des cellules du système nerveux central.

Les résultats des études de production des cytokines proinflammatoires IL1, IL6 et TNFα sont

contradictoires et paraissent dépendants du modèle utilisé. Yamamoto et coll. ont montré que

les cellules mononuclées sanguines prélevées chez des sujets chroniquement infectés par T.

gondii et stimulées ex vivo avec de l'antigène toxoplasmique produisent du TNFα et que cette
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production est augmentée chez les patients présentant une choriorétinite toxoplasmique

(Yamamoto et al., 2000). In vitro, aucune production d'IL1, d'IL6 ou de TNFα n'a été

mesurée après l'infection de cellules monocytaires THP1 (Friedland et al., 1993), de cellules

d'astrocytome (Pelloux et al., 1994) par différentes souches de T. gondii. In vitro, le TNFα

s'avère essentiel dans le contrôle de la réplication parasitaire dans divers types cellulaires

(Beaman et al., 1992; Canessa et al., 1988; Chao et al., 1993; Pelloux et al., 1996). Le

contrôle de la réplication parasitaire fait également intervenir l'IFNγ et l'un des mécanismes

identifiés est l'activation de l'indoléamine 2,3-dioxygénase (Daubener et al., 1995).

Les cytokines Th1, et en particulier l'IFNγ, ont été très étudiées. Des cellules sanguines

mononuclées de sujets chroniquement infectés par T. gondii produisent de l'IL12, de l'IFNγ, et

de l'IL2 après stimulation ex vivo avec des tachyzoïtes, de l'antigène toxoplasmiques soluble

ou de la protéine SAG1 (Canessa et al., 1988; Daubener et al., 1995; Fatoohi et al., 2002;

Gazzinelli et al., 1995; Khan et al., 1988; Yamamoto et al., 2000). Chez les patients infectés

par le VIH et présentant une encéphalite toxoplasmique, les concentrations d'IFNγ mesurées

dans le sang périphérique sont faibles alors que des concentrations élevées sont mesurées

pendant plusieurs mois chez les sujets immunocopétents (Canessa et al., 1992) et la capacité

de production d'IL12, d'IFNγ et d'IL2 par les cellules mononuclées sanguines stimulées ex

vivo avec de l'antigène toxoplasmique est diminuée (Gazzinelli et al., 1995). Chez les patients

présentant une choriorétinité toxoplasmique, la capacité de production d'IFNγ et d'IL2 par les

cellules mononuclées sanguines stimulées ex vivo avec de l'antigène toxoplasmique est

diminuée (Yamamoto et al., 2000). Chez la femme enceinte présentant une primoinfection

toxoplasmique, Raymond et coll. ont observé une production d'IFNγ précoce (dès les premiers

jours de l'infection) mais transitoire (disparition avec l'appartion des IgG spécifiques) dans le

sang maternel puis dans le sang fœtal en cas de transmission du parasite au fœtus (Raymond

et al., 1990).
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Figure 5. Réponse immunitaire spécifique.
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3. Influence de la gestation sur la réponse immunitaire maternelle

• Immunité placentaire

Le placenta constitue une barrière entre la circulation maternelle et la circulation fœtale

(figure 6) (Huddleston et Schust, 2004). Il possède un double rôle immunologique en

empêchant le rejet du fœtus par le système immunitaire maternel et en contrôlant la

transmission verticale des microorganismes. Les villosités placentaires baignent dans les lacs

sanguins maternels et assurent les échanges entre les circulations maternelle et foetale. Elles

sont bordées d'une double couche trophoblastique, le syncytiotrophoblaste externe et le

cytotrophoblaste interne, et contiennent les vaisseaux foetaux, du tissu conjonctif et des

macrophages. Des cellules cytotrophoblastiques migrent dans la decidua pour former le

trophoblaste interstitiel qui interagit avec les cellules de l'immunité maternelle présentes dans

la decidua. Le trophoblaste villositaire n'exprime aucune molécule du CMH. Le trophoblaste

interstitiel exprime des molécules du CMH I classique et du CMH non classique (chez

l'homme, il s'agit des molécules HLA-C classiques et HLA-G et E non classiques) qui

inhibent l'activité des cellules NK cytotoxiques (Moffett-King, 2002). Les cellules

trophoblastiques sont capables de phagocyter des microorganismes et produisent des

concentrations importantes de dérivés nitrés et oxygénés (Guilbert et al., 1993). Elles

sécrètent des cytokines qui contribuent à l'orientation Th2 du placenta (Lin et al., 1993). La

decidua contient également 40% de cellules immunitaires maternelles, majoritairement des

cellules de l'immunité non spécifique, cellules NK et NKT, macrophages, ainsi que moins de

5% de lymphocytes B et de lymphocytes Tαβ  et  γδ (Huddleston et Schust, 2004). Le nombre

des cellules NK déciduales augmente au début de gestation puis décroît progressivement au

cours de la seconde moitié de la gestation (Paffaro et al., 2003; Trundley et Moffett, 2004).

Elles sont constituées d'une population particulière, les cellules NK utérines ou uNK qui

migrent de la moelle osseuse vers le placenta dès le début de la gestation. Leur phénotype
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diffère de celui des cellules NK circulantes par une expression accrue du CD56 et par

l'absence de CD16 (King et al., 1991). Elles contiennent de nombreux granules sécrétoires

riches en perforine-granzymes et sécrètent différentes chémokines et cytokines dont l'IL4 et

l'IFNγ (Ashkar et Croy, 1999; Trundley et Moffett, 2004). Le profil sécrétoire des

lymphocytes T est rapidement orienté vers un phénotype Th2 par les hormones, notamment

par la progestérone et par l'IL4 sécrétée par les cellules NK, TNK (Dang et al., 2000) et les

cellules dendritiques (Iwasaki et Kelsall, 1999). Cet environnement Th2 est encore renforcé

par la production d'IL10 par les macrophages (Lidstrom et al., 2003) et les cellules

dendritiques (Iwasaki et Kelsall, 1999). Le placenta baigne donc dans un environnement Th2

avec une production locale d'IL4, d'IL10 et de TGFβ (Lin et al., 1993) et cet environnement

Th2 est strictement nécessaire au maintien de la gestation et une réorientation vers un

environnement Th1 est associé à une fréquence accrue de résorption foetale (Chaouat et al.,

1995; Tangri et Raghupathy, 1993)

• Influence de la gestation sur la réponse immunitaire maternelle

Les nombreuses connaissances concernant la réponse immunitaire à l'infection toxoplasmique

acquise en dehors de la gestation ne peuvent pas être simplement extrapolées car, sous l'action

des hormones, la balance Th1/Th2 est modifiée (Lin et al., 1993; Wegmann et al., 1993).

L'environnement Th2 nécessaire à la grossesse régule négativement la réponse Th1 et

augmente la susceptibilité aux microorganismes intracellulaires, donc au toxoplasme (Luft et

Remington, 1982; Thouvenin et al., 1997). Malgré ce déséquilibre théoriquement défavorable,

l'existence d'une réponse immunitaire spécifique acquise avant la gestation protège le fœtus en

cas de réinfection et bloque totalement la transmission verticale du parasite. Les mécanismes

protecteurs de cette réponse ne sont pas clairement identifiés et doivent donc faire l'objet

d'études spécifiques.



Figure 6. Structure du placenta d'après (Huddleston et Schust, 2004).
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V. VACCINATION CONTRE LA TOXOPLASMOSE : SITUATION DE LA

         QUESTION

Le développement d'un vaccin contre la toxoplasmose a fait l'objet de très nombreux travaux.

Trois approches sont développées, utilisant des vaccins vivants (souches mutées), des vaccins

sous-unitaires protéiques ou peptidiques et plus récemment, des vaccins ADN. La plupart des

études se sont intéressées à la prévention de l'infection acquise en dehors de la gestation. Peu

d'études concernent la toxoplasmose congénitale pour laquelle la physiopathologie est encore

mal connue et les modèles expérimentaux délicats à mettre en œuvre.

1. Vaccins vivants

Les souches vaccinales sont des souches vivantes mutées de T. gondii. Trois souches sont

développées pour leur intérêt scientifique et leurs applications vétérinaires.

• Souche ts4

Elle dérive par mutagenèse chimique de la souche hautement virulente de type I RH

(Pfefferkorn et Pfefferkorn, 1976). C'est une souche non kystogène qui ne se multiplie pas in

vitro à 40°C et qui ne persiste que quelques semaines dans l'organisme. Chez la souris,

l'immunisation avec la souche ts4 confère une excellente protection vaccinale. Elle permet la

survie des animaux après infection par une souche virulente létale de T. gondii (Gazzinelli et

al., 1991) et réduit significativement le nombre de kystes dans le cerveau après infection orale

avec une souche avirulente de T. gondii (McLeod et al., 1988). La vaccination induit une

réponse Th1 et la protection est médiée par les lymphocytes T CD8+ et par l'IFNγ. La

transmission maternofoetale du parasite n'est pas modifiée après immunisation par voie sous-

cutanée mais est réduite de 30% après immunisation par voie intestinale (McLeod et al.,

1988). La souche ts4 s'avère néanmoins virulente et pathogène en cas d'immunosuppression,
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même modérée (Sayles et Johnson, 1996), ainsi que pendant la gestation, avec une

transmission possible au fœtus (Escajadillo et Frenkel, 1991). Elle n'est plus utilisée

aujourd'hui que pour étudier les mécanismes de la réponse immunitaire protectrice.

• Souche S48

C'est une souche de tachyzoïtes initialement isolée en Nouvelle-Zélande à partir d'un fœtus

ovin infecté, et atténuée par 3000 passages chez la souris (Buxton et Innes, 1995). La souche

atténuée n'a plus la capacité de former des kystes et est éliminée de l'organisme en quelques

semaines après une brève phase de multiplication. Un vaccin ovin (Toxovax®) destiné à

réduire les avortements chez le mouton est commercialisé en Nouvelle-Zélande depuis 1988

et en Europe depuis 1992. Ce vaccin réduit de 75% le nombre d'avortements et la mortalité

néonatale mais la durée de la protection n'excède pas 3 ans.

• Souche T263

C'est une souche incomplète qui forme des kystes mais ne possède pas de cycle sexué

(Frenkel et al., 1991). Elle est à l'étude pour le développement d'un vaccin chez le chat.

L'administration orale de bradyzoïtes T263 induit une réponse immunitaire qui, lors d'une

infection, empêche la transition vers le cycle sexué et donc la formation des oocystes (Freyre

et al., 1993).

L'utilisation des souches vivantes mutées n'est pas envisageable chez l'homme en raison du

risque de réversion de virulence, notamment en cas d'immunosuppression. Les études se sont

donc orientées vers l'utilisation d'antigènes parasitaires.
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2. Vaccins sous-unitaires et vaccins ADN

Les premières études ont utilisé des mélanges antigéniques complexes obtenus par sonication

de tachyzoïtes ou de kystes. Une protection partielle en terme de survie et de charge

parasitaire cérébrale a été obtenue en associant ces mélanges antigéniques avec de la toxine

cholérique (Bourguin et al., 1993), de l'IL12 (Yap et al., 1998) ou des liposomes (Elsaid et

al., 1999). Aucune différence n'a été observée entre les antigènes des tachyzoïtes et des

bradyzoïtes (Elsaid et al., 1999).

Depuis quelques années, l'étude de la structure moléculaire de T. gondii permet d'identifier et

de localiser progressivement les protéines des trois stades parasitaires. Ces nouvelles

connaissances orientent aujourd'hui le développement d'un vaccin humain vers une approche

sous-unitaire protéique ou ADN. Les travaux publiés à ce jour portent presque exclusivement

sur des vaccinations monoprotéines. Ils sont le prérequis indispensable pour préciser l'activité

de chaque candidat vaccin avant de tester des combinaisons protéiques ayant des activités

complémentaires et élargies.

La très grande majorité des études porte sur la toxoplasmose acquise en dehors de la gestation

et utilisent une voie vaccinale soit parentérale (intrapéritonéale, sous-cutanée ou

intradermique) soit intranasale ou entérale dans le but d'induire une réponse muqueuse

capable de bloquer l'invasion parasitaire localement, dès la contamination.

• Protéines de surface

La protéine SAG1 est le candidat vaccin le plus étudié. Cette protéine de 30 kDa, purifiée en

1983 (Kasper et al., 1983) et dont le gène a été cloné en 1988 (Burg et al., 1988), est la

protéine la plus abondante du parasite. Présente exclusivement sur les tachyzoïtes et très
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conservée entre les souches (Windeck et Gross, 1996), SAG1 est un antigène de surface

majeur du parasite qui stimule à la fois les réponses humorale et cellulaire. Chez l'homme,

elle induit des titres élevés d'anticorps et est reconnue par 100% des sérums de sujets en phase

aiguë ou chronique de l'infection (Potasman et al., 1986). Ex vivo, elle induit une prolifération

lymphocytaire T et une production d'IFNγ par des lymphocytes périphériques provenant

d'individus chroniquement infectés (Khan et al., 1988).

Plusieurs essais vaccinaux ont été réalisés avec la protéine purifiée ou recombinante ainsi

qu'avec des peptides dérivés de SAG1. Les principales études de vaccination avec SAG1 sont

détaillées dans le tableau 1. L'étude princeps a montré un effet délétère de la vaccination,

vraisemblablement lié à un effet Th2 inducteur de l'adjuvant choisi (Kasper et al., 1985). Les

études ultérieures ont associé SAG1 avec divers adjuvants Th1 inducteurs et, malgré des

protocoles expérimentaux très variés, ont mis en évidence une protection significative mais

partielle en terme de survie et de charge parasitaire cérébrale (Bonenfant et al., 2001; Bulow

et Boothroyd, 1991; Debard et al., 1996; Khan et al., 1991; Letscher-Bru et al., 1998). Cette

protection est corrélée à une réponse Th1 médiée par des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques

(Kasper et al., 1992; Khan et al., 1988) et est transférable par le biais de cette sous-population

lymphocytaire (Khan et al., 1991; Khan et al., 1994). En revanche, la protéine seule, sans

adjuvant, n'a pas (Khan et al., 1991; Letscher-Bru et al., 1998) ou peu d'effet protecteur

(Bonenfant et al., 2001; Bulow et Boothroyd, 1991).

Deux peptides synthétiques dérivés de SAG1 ont été évalués en combinaison avec de

l'adjuvant de Freund. Une construction octamérique d'un peptide de 20 acides aminés

correspondant à l'extrémité N-terminale de la protéine a permis de prolonger

significativement la survie des animaux (Darcy et al., 1992). La protection était transférable
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par les lymphocytes T à des rats Nude ce qui suggère que le peptide utilisé contient un épitope

T. En revanche, les anticorps induits par le peptide ne reconnaissaient pas la protéine SAG1

native. Un second peptide correspondant aux acides aminés 125 à 165 s'est avéré protecteur

chez la souris CBA/J avec une réponse Th1 mais non protecteur chez la souris C57BL/6 chez

laquelle il induisait une réponse Th2 (Velge-Roussel et al., 1997).

Plus récemment la protéine SAG1 a été administrée sous forme de vaccin ADN, seule

(Couper et al., 2003; Nielsen et al., 1999) ou associée à un gène adjuvant, l'IL2 (Chen et al.,

2002) ou le GM-CSF (Angus et al., 2000). Dans tous les cas, l'immunisation induisait une

réponse immunitaire à la fois cellulaire et humorale mais la protection obtenue était variable

selon le modèle.

Les protéines SAG2 et SRS1 recombinantes, également spécifiques du tachyzoïte, se sont

elles aussi avérées protectrices, permettant d'éradiquer l'infection chez respectivement 17 et

25% des animaux infectés par une dose létale de bradyzoïtes (Mishima et al., 2001).

• Protéines GRA

Ces protéines sont reconnues par les anticorps produits pendant la phase aiguë et pendant la

phase chronique de l'infection. Une protection vaccinale significative mais toujours partielle a

été obtenue récemment avec la protéine recombinante GRA4 associée à de l'alun (Martin et

al., 2004) et avec les gènes de GRA1, GRA4 et GRA7 (Martin et al., 2004; Scorza et al.,

2003; Vercammen et al., 2000). Pour GRA1, la protection était médiée par les lymphocytes T

CD8+ cytotoxiques et spécifiquement transférable par ces cellules (Scorza et al., 2003).
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• Protéines MIC

Seule la protéine MIC3 a été évaluée sous forme de vaccin ADN (Ismael et al., 2003). La

vaccination induit une réponse Th1 et réduit la charge parasitaire cérébrale en infection

chronique.

• Protéines ROP

Les résultats obtenus jusqu'alors avec ROP2 sous forme de protéine recombinante associée à

de l'alun (Martin et al., 2004) ou sous forme de plasmide (Leyva et al., 2001; Vercammen et

al., 2000) sont contradictoires et très dépendants du modèle utilisé, notamment du fond

génétique des animaux. La majorité des résultats va néanmoins dans le sens d'une absence de

protection ou d'une protection minime associée à une réponse immunitaire Th2 ou mixte Th1

et Th2.

Ces nombreux travaux de vaccination débutés dans les années 80 avec des souches vivantes

de toxoplasme, avec des mélanges antigéniques puis des protéines purifiées ou recombinantes

ont permis de mieux comprendre les mécanismes de la réponse immunitaire protectrice au

toxoplasme. Toutefois, à l'exception de la souche ts4 qui confère une protection totale dans la

plupart des modèles, toutes les approches vaccinales utilisées jusqu'alors ne protègent que

partiellement malgré l'utilisation de divers adjuvants. La combinaison de plusieurs protéines,

de protéines et de plasmides ou l'association de plusieurs voies vaccinales pourrait permettre

d'améliorer l'efficacité de la vaccination.



44

Tableau 1. Descriptif des principales études de vaccination avec SAG1

Tableau 1A. Protéine SAG1 purifiée

Nature du vaccin Modèle Résultat Référence

SAG1 Adjuvant Souris Immunisation Infection

Purifiée Enterotoxines
thermolabiles

de E. coli

CBA/J 10µg SAG1
+ 1µg toxine i.n.

à J0 et J28

10 K souche 76K
p.o. à J42

TC  kystes cérébraux
(- 73%)

(Bonenfant et
al., 2001)

Purifiée Liposomes Outbred
Swiss

1µg SAG1 i.p.
à J0 et J14

105 Tz souche C
i.p. à J28

TA  survie à 30j
(93% vs 27%)

(Bulow et al.,
1991)

Purifiée Toxine
cholérique

CBA/J 10µg SAG1
+ 0,5µg toxine i.n.

à J0 et J28

100K souche 76K
p.o. à J42

TC  kystes cérébraux
(- 80%)

(Debard et al.,
1996)

Purifiée Freund BALB/c 0,5µg SAG1 i.p. ou
s.c. 3x/sem. pdt 3

sem.

DL50 K souche C
i.p. à J33

TA  mortalité (Kasper et al.,
1985)

Purifiée Quil A CD1
A/J

C57BL/6

0,125µg SAG1
+ 1,9µg Quil A s.c.
2x/sem. pdt 2 sem.

DL90 K souche P
p.o. à J21

Survivants de TA

TA

TC

 survie à 6 sem.
CD1 : 90% vs 0%
A/J :   67% vs 0%
C57 :  33% vs 0%

 kystes cérébraux
chez les survivants

(Khan et al.,
1991)

Voies d'administration : i.n. = intranasale; i.p. = intrapéritonéale; s.c. = sous-cutanée; p.o. = orale
Infection : TA = toxoplasmose aiguë; TC = toxoplasmose chronique. K = kystes; Tz = tachyzoïtes. DL = dose léthale.
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Tableau 1B. Protéine SAG1 recombinante et peptides synthétiques

Nature du vaccin Modèle Résultat Référence

SAG1 Adjuvant Souris Immunisation Infection

Recomb.
E. coli

IL12 CBA/J 1µg SAG1 + 1µg
IL12 s.c. 2x/sem. pdt

2 sem.

20 K souche PRU
p.o. à J45

TC  kystes cérébraux
(- 40%)

(Letscher-Bru
et al., 1998)

Recomb.
E. coli

Alun Outbred
NMRI

20µg SAG1
+ 0,5µg alun

à J0, J14, J28 et J42

105 Tz souche RH
i.p. à J90

TA  survie à 12j
(45% vs 20%)

(Petersen et
al., 1998)

Peptide
synthétique

48-67 en
construction
octamérique

Freund
incomplet

puis
complet

Outbred
OF1

25µg peptide s.c.
à J0, J20, J28 et J35

1200 K souche 76K
p.o. à J42

TA  survie à 75j
(40% vs 10%)

(Darcy et al.,
1992)

Peptide
synthétique

125-165

Freund
incomplet

puis
complet

CBA/J
C57BL/6

20µg peptide s.c.
à J0 et J28

100 K souche 76K
p.o. à J42

TC CBA/J :  kystes
cérébraux (- 40%)

C57BL/6 : pas de
protection

(Velge-
Roussel et
al., 1997)

Voies d'administration : i.p. = intrapéritonéale; s.c. = sous-cutanée; p.o. = orale
Infection : TA = toxoplasmose aiguë; TC = toxoplasmose chronique. K = kystes; Tz = tachyzoïtes
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Tableau 1C. Vaccin SAG1 ADN

Nature du vaccin Modèle Résultat Référence

SAG1 Adjuvant Souris Immunisation Infection

Plasmide GM-CSF C57BL/6 100µg SAG1
+ 50µg GM-CSF i.m.

à J0, J21 et J42

103 Tz RH i.p.
à J56

80 K ME49 p.o.
à J56

20 K ME49 p.o.
à J56

TA

TA

TC

Pas de protection

 survie à 12 sem.
(100% vs 50%)

 kystes cérébraux
(- 71%)

(Angus et al.,
2000)

Plasmide IL2 NIH 100µg SAG1
+ 100µg IL2 i.m.
à J0, J21 et J42

200 Tz souche RH
i.p. à J56

TA  médiane survie
(12j vs 6j)

(Chen et al.,
2002)

Plasmide / BALB/c 50µg SAG1 i.m.
à J0 et J21

20 K souche
Beverley p.o.

à J35

10 K souche
Beverley p.o.

à J35

TA

TC

 survie à 30 j
(67% vs 25%)

Absence de kystes
cérébraux

(Couper et
al., 2003)

Plasmide / BALB/c
C3H

50µg SAG1 i.m.
à J0 et J21

105 Tz souche RH
i.p. à J35

TA  survie à 20 j
BALB/c : 80% vs 20%
C3H :     100% vs 30%

(Nielsen et
al., 1999)

Voies d'administration : i.m. = intramusculaire; i.p. = intrapéritonéale; p.o. = orale
Infection : TA = toxoplasmose aiguë; TC = toxoplasmose chronique. K = kystes; Tz = tachyzoïtes
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A côté de ces nombreux travaux portant sur la prévention de l'infection acquise en dehors de

la gestation, seules quelques d'études se sont intéressées directement à la prévention vaccinale

de la toxoplasmose congénitale humaine, alors même qu'un vaccin vétérinaire est

commercialisé depuis plusieurs années. Ces études se heurtent à la difficulté d'établir des

modèles animaux appropriés comparables à l'infection humaine et au manque de connaissance

des mécanismes qui empêchent la transmission maternofoetale du parasite chez la femme

immunisée avant la grossesse.

Les premières études animales ont montré une efficacité variable avec la souche vivante

mutée ts4 (McLeod et al., 1988), avec des mélanges complexes d'antigènes solubles de

tachyzoïtes inclus dans des véhicules lipidiques (Elsaid et al., 2001; Roberts et al., 1994) ou

d'antigènes excrétés-sécrétés (Zenner et al., 1999).

Plus récemment, trois études ont évalué la protéine SAG1 sous forme recombinante

(Haumont et al., 2000; Letscher-Bru et al., 2003) et sous forme de plasmide (Couper et al.,

2003) dans des modèles de toxoplasmose congénitale chez le cobaye et chez la souris. Les

résultats sont contradictoires, montrant, selon le modèle utilisé, une diminution, une stabilité

ou une augmentation du pourcentage de transmission parasitaire. Ces études sont détaillées

dans le tableau 2.
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Tableau 2. Descriptif des études de vaccination avec SAG1 dans des modèles de toxoplasmose congénitale

Nature du vaccin Modèle Résultat Référence

SAG1 Adjuvant Animaux Immunisation Infection

Recomb.
Pichia

pastoris

SBAS1 Cobaye 10µg SAG1
+ SBAS1 s.c.

à J0, sem4 et sem8

105 Tz souche C56 i.d.
18 sem. après la 1ère immunisation,

= à la 7/9ème sem. de gestation

PROTECTION
 nb nouveau-nés vivants

infectés
(- 59% à - 84%)

(Haumont et
al., 2000)

Recomb.
E. coli

/ Souris :
CBA/J
BALB/c

1µg SAG1 s.c.
2x/sem. pdt 2 sem.

20 K souche ME49 p.o.
45 jours après la 1ère immunisation

= au 12/20ème jour de gestation

CBA/J : DELETERE
 nb fœtus infectés à J19

de gestation
(+ 50%)

BALB/c : PROTECTION
 nb fœtus infectés à J19

de gestation
(- 50%)

(Letscher-
Bru et al.,

2003)

Plasmide / Souris
BALB/c

50µg SAG1 i.m.
à J0 et J21

10 K souche Beverley p.o.
7 sem. après la 1ère immunisation
= au 12/20ème jour de gestation

PAS DE PROTECTION
Nb nouveau-nés vivants
infectés non modifié par

la vaccination

(Couper et
al., 2003)

Voies d'administration : i.d. = intradermique; s.c. = sous-cutanée; p.o. = orale; i.p. = intrapéritonéale
Infection : K = kystes; Tz = tachyzoïtes
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OBJECTIFS
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Chez la femme immunocompétente, l'immunité induite par une infection contractée avant la

grossesse empêche le passage transplacentaire du toxoplasme et protège complètement le

fœtus en cas de réinfection, ce qui suggère qu'il est possible de bloquer la transmission

verticale du parasite par une vaccination appropriée avant la gestation.

L'utilisation de souches vaccinales vivantes de toxoplasme n'étant pas envisageable chez

l'homme, le développement d'un vaccin humain doit s'orienter vers une approche sous-unitaire

protéique ou ADN. L'identification progressive des antigènes de T. gondii permet aujourd'hui

de développer cette approche. La protéine de surface SAG1 du parasite est le candidat vaccin

le mieux caractérisé et a démontré son efficacité dans plusieurs modèles de toxoplasmose

acquise en dehors de la gestation (Angus et al., 2000; Bonenfant et al., 2001; Bulow et

Boothroyd, 1991; Chen et al., 2002; Couper et al., 2003; Debard et al., 1996; Khan et al.,

1991; Letscher-Bru et al., 1998; Nielsen et al., 1999). Les études de vaccination dans des

modèles de toxoplasmose congénitale sont encore peu développées, principalement à cause de

la difficulté d'établir des modèles animaux comparables à l'infection humaine.

Les objectifs de notre travail sont, dans un premier temps, d'évaluer les propriétés vaccinales

de la protéine SAG1 de T. gondii dans un modèle de toxoplasmose congénitale chez la souris,

puis de caractériser les mécanismes immunologiques humoraux et cellulaires maternels qui

sous-tendent la protection vaccinale observée. Au cours de la gestation, l'équilibre Th1/Th2

est modifié et une réponse Th1 excessive est préjudiciable au bon déroulement de la gestation.

Pour cette raison, et bien que la plupart des études réalisées en dehors de la gestation aient

utilisé des adjuvants Th1, nous avons choisi de travailler avec la protéine seule, sans adjuvant,

afin de bien définir dans un premier temps les propriétés immunomodulatrices de la protéine

SAG1 dans le contexte de la gestation.
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MATERIEL ET METHODES
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I. MATERIEL

1. Animaux

Des souris congéniques BALB/c JRJ (H2d) et CBA/J (H2k) sont utilisées pour le protocole

vaccinal et le modèle de toxoplasmose congénitale. Des souris SWISS non congéniques sont

utilisées pour l'entretien des souches parasitaires et pour la subinoculation des fœtus et

placentas. Les animaux proviennent du CERJ (Le Genest StIsle) et sont âgés de 8 à 12

semaines au début de l'expérimentation.

En fin d'expérimentation, les animaux sont euthanasiés à l'isoflurane (Forène®, Abbott

France, Rungis).

2. Souches parasitaires

Des kystes de la souche de virulence modérée ME49 (souche kystogène de type II) de T.

gondii sont utilisés pour l'infection orale. La souche est entretenue chez des souris SWISS par

passages successifs de 20 kystes par voie orale tous les 6 mois. Pour la préparation des kystes,

les cerveaux des animaux sont prélevés à partir de la quatrième semaine postinfection et

broyés dans du PBS stérile en broyeur en verre. Les kystes sont ensuite dénombrés au

microscope.

Des tachyzoïtes de la souche RH sont utilisés pour des tests in vitro et pour la préparation de

l'antigène soluble toxoplasmique (AST). La souche est entretenue chez des souris SWISS par

passages successifs de 106 tachyzoïtes par voie intrapéritonéale tous les 4 jours. Les

tachyzoïtes sont récupérés par lavage de la cavité péritonéale avec 2x5 ml de PBS stérile puis

lavés 3 fois avec du PBS stérile.
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3. Antigènes parasitaires

L'AST est préparé à partir des tachyzoïtes de souche RH. Les tachyzoïtes sont incubés 30

minutes à 37°C dans une solution à 2,5% de trypsine (Sigma, St Louis, USA), filtrés sur

membrane de porosité 3 µm, lavés 3 fois avec du PBS stérile puis soumis aux ultrasons 2x10

minutes à 4°C. La concentration en protéines est mesurée par la technique de Bradford au

bleu de Coomassie (réactifs Bio-Rad, Hercules, USA).

La protéine SAG1 nous est gracieusement fournie par le Dr. E. Petersen (Laboratoire de

Biologie Moléculaire, Statens Seruminstitut, Copenhage, Danemark). Il s'agit d'une protéine

recombinante produite en Escherichia coli. L'absence de LPS est vérifiée sur chaque lot par le

Laboratoire Octapharma (Illkirch-Graffenstaden).

4. Production des anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux anti-IFNγ (IgG1 de rat anti-souris, clone XMG-1.2) et anti-CD8

(IgG2a de rat anti-souris, clone H35) sont produits au laboratoire à partir d'hybridomes

gracieusement mis à disposition par Madame Buzoni-Gatel.

- Conservation des hybridomes

En dehors des cycles de production des anticorps, les hybridomes sont conservés en azote

liquide dans un milieu cryoprotecteur contenant 50% de sérum de veau fœtal inactivé (SVFi)

(Gibco BRL, Grand Island, USA), 30% de milieu RPMI 1640-Glutamax® (Gibco) et 20% de

DMSO.

- Production des anticorps

Les hybridomes sont cultivés en milieu RPMI 1640-Glutamax® additionné de 10% de SVFi

(milieu complet) avec ou sans antibiotiques (Gibco) (pénicilline 50 UI/ml, streptomycine 50
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µg/ml, amphotéricine B 1 µg/ml), à 37°C sous 5% de CO2 et en atmosphère saturée en

humidité.

Décongélation et mise en culture : un nouvel aliquot est décongelé pour chaque cycle de

production. Les cellules sont rapidement décongelées à 37°C et mises en culture en plaques

de 24 puits (Nunc, Roskild, Danemark) dans du milieu complet additionné d'antibiotiques et

de 1,5 ng/ml d'IL6 recombinante murine (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA)

pour stimuler la reprise de la croissance cellulaire et la production des anticorps. Les cellules

sont divisées et repiquées 2 fois par semaine dans le même milieu jusqu'à l'obtention d'une

croissance active et régulière.

Production des cellules : pour obtenir une quantité suffisante de cellules en phase

exponentielle de croissance et avec une viabilité supérieure à 80%, les cellules sont d'abord

placées pendant 8 jours en flasques de 75 cm2 (Nunc) (1,5 ml de suspension cellulaire dans 20

ml de milieu complet sans antibiotiques). Ceci permet d'obtenir une suspension contenant

5x105 à 1x106cellules viables par ml de milieu.

Production des anticorps : les cellules sont alors placées en flasques de 175 cm2 (Nunc), à

raison de 5x106 cellules dans 100 ml de milieu complet sans antibiotique et incubées 10 à 12

jours, jusqu'à obtenir 90 % de mortalité cellulaire. Les cultures sont ensuite centrifugées 10

minutes à 300 g. Les surnageant sont filtrés sous vide sur membrane de porosité 0,22 µm,

poolés par 500 ml et stockés à 4°C pendant 48 heures maximum.

- Concentration et purification des anticorps

Le surnageant est concentré 20 fois par dialyse en boudins de 500 ml contre du PEG 20000

(Sigma) à 4°C puis filtré sur membrane de porosité 0,22 µm. Les anticorps monoclonaux sont

ensuite purifiés sur des colonnes d'affinité HiTrap™ protein G (Amersham Biosciences

Europe, Orsay) suivant les recommandations du fabricant. Brièvement, le surnageant
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concentré est passé sur les colonnes de sépharose-protéine G, préalablement équilibrées avec

du tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7, qui fixent les anticorps par leur fragment Fc.

Les colonnes sont lavées avec du tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7 jusqu'à obtention

d'un éluat limpide. Les anticorps sont ensuite élués par fractions de 1 ml avec 10 ml de

tampon glycine-HCl 0,1 M pH 2,7 et recueillis dans un tampon de neutralisation Tris-HCl 1

M pH 9.

- Dosage spectrophotométrique des anticorps

Un dosage spectrophotométrique des anticorps est réalisé à 280 nm sur chaque fraction éluée

et  la concentration (c) est calculée :    c (mg/ml) = DO 280 / E.l

E : coefficient d'extinction molaire des IgG (1,43 pour 1 mg/ml)

l : longueur du trajet optique (1 cm)

Les fractions contenant au moins 10 µg/ml d'IgG sont poolées et le pH est ajusté à pH 7,2.

Le rendement de production est de 7 à 9 mg d'IgG par litre de culture.

- Conservation des anticorps monoclonaux

Les anticorps sont concentrés à 2,5 mg/ml par dialyse contre du PEG 20000 puis filtrés sur

membrane de porosité 0,22 µm. Ils sont conservés en aliquots de 500 µg à -80°C jusqu'à leur

utilisation.

5. Préparation des fragments Fab des anticorps

Les fragments Fab sont préparés par clivage d'IgG monoclonales par la papaïne avec le

système ImmunoPure® Fab Preparation Kit (Pierce, Rockford, USA) suivant les

recommandations du fabricant.

- Préparation des fragments Fab
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Pour l'étape de digestion enzymatique, 1 ml de solution d'IgG à 5 mg/ml dans du tampon

phosphate de sodium supplémenté extemporanément avec 3,5 mg/ml de cystéine-HCl (pH 7)

est incubé pendant une nuit au bain-marie à 37°C et sous agitation avec 0,25 ml de papaïne

fixée sur des billes d'agarose.

- Purification des fragments Fab

L'échantillon digéré est passé sur une colonne d'affinité portant de la protéine A

(AffinityPak™ Immobilized Protein A Column), préalablement équilibrée avec un tampon de

fixation des IgG (ImmunoPure® IgG Binding Buffer), qui fixe les fragments Fc libres

résultant de la digestion ainsi que les IgG non clivées. La fraction non fixée qui contient les

fragments Fab est recueillie. La colonne est lavée avec du tampon de fixation des IgG et les

produits de lavage de la colonne sont ajoutés à la fraction non fixée initiale. La colonne est

régénérée avec 10 ml de tampon acide citrique 0,1 M pH 3 et saturée avec 10 ml d'eau

distillée stérile contenant 0,02% d'azide de sodium avant d'être bouchée et stockée à 4°C.

- Dosage spectrophotométrique des fragments Fab

Un dosage spectrophotométrique est réalisé à 280 nm et la concentration (c) est calculée :

c (mg/ml) = DO 280 / E.l

E : coefficient d'extinction molaire des fragments Fab (1,53 pour 1 mg/ml)

l : longueur du trajet optique (1 cm)

- Analyse des fragments obtenus

La présence des fragments Fab et la pureté de la préparation sont vérifiées par électrophorèse

en gel de polyacrylamide SDS-PAGE. Quinze microlitres d'échantillon contenant 3 µg de

protéines diluées dans du tampon de Laemmli (Bio-Rad) et 5 µl de marqueurs de poids

moléculaire s'échelonnant de 14,4 à 200 kDa (Bio-Rad) sont déposés dans les puits du gel
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(Ready Gels 4-15%, Bio-Rad). La migration se fait à 200 V pendant 60 min dans du tampon

Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,8 (Bio-Rad). Les bandes sont révélées par

trempage du gel dans une solution de bleu de Coomassie (Bio-Rad).

Les fragments Fab forment une bande à 50 kDa. Si la préparation n'est pas pure, des bandes

apparaissent à 27 kDa (fragments Fc), à 150 kDa (IgG non clivées) ou 120 kDa (digestion

incomplète).

II. METHODES

1. Modèle expérimental

 Protocole vaccinal

Les souris BALB/c ou CBA/J femelles sont vaccinées avec 4 injections sous-cutanées de 1 µg

de protéine SAG1 dans 50 µl d'eau pour préparation injectable (Aguettant, Lyon) à J1, J5, J9,

J13. Les animaux contrôles sont injectés de la même manière avec le véhicule.

1.2. Infection congénitale

La gestation est débutée 4 semaines après la dernière vaccination. Les gestations sont

synchronisées pour standardiser ce délai de 4 semaines et pour obtenir des effectifs corrects

de souris gestantes dans les différents groupes expérimentaux. Pour cela, des mâles sont

placés en cages individuelles pendant 3 jours sans changer la litière. Ils sont ensuite sortis et

remplacés par 2 femelles, toujours sans changement de litière, ce qui déclenche l'oestrus 48

heures plus tard. Les mâles sont alors replacés avec les femelles (1 mâle pour 2 femelles)
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pendant 1 nuit. Les animaux sont séparés le lendemain matin qui est noté J1 de gestation. Ce

protocole de synchronisation permet d'obtenir 25 à 40% de souris gestantes par groupe.

A J12 de gestation les souris gestantes sont infectées par voie orale avec 10 kystes de ME49.

A J19 de gestation (J7 postinfection) les animaux sont euthanasiés pour évaluer la

transmission maternofoetale du parasite et la réponse immunitaire maternelle.

2. Détermination de l'infection congénitale

Le prélèvement des fœtus et des placentas le dernier jour de la gestion, juste avant la mise bas,

permet à la fois de récupérer les placentas et d'éviter la transmission du parasite aux nouveau-

nés par l'allaitement après la naissance. Les fœtus et les placentas sont identifiés et broyés

séparément dans 1 ml de PBS stérile à pH 7,2 puis inoculés par voie intrapéritonéale à des

souris SWISS identifiées par marquage aux oreilles. Une séroconversion toxoplasmique est

recherchée 5 semaines plus tard par immunofluorescence indirecte. Un prélèvement sanguin

est réalisé par voie rétroorbitaire sur les animaux anesthésiés à l'isoflurane. Le sérum dilué au

1/25 est déposé sur des lames portant des tachyzoïtes formolés (bioMérieux, Marcy l'Etoile)

pendant 25 minutes à 37°C. La fixation des anticorps spécifiques est révélée par l'addition

d'un conjugué polyvalent anti-IgG, IgA et IgM de souris marqué à la fluorescéine (Sigma)

dilué au 1/125 dans du PBS pendant 25 minutes à 37°C. La lecture est faite au microscope à

fluorescence.

3. Mesure de la parasitémie maternelle

La présence de parasites dans le sang maternel est recherchée par PCR.



59

- Extraction

L'ADN est extrait avec le système sur colonnes QiAmp DNA Mini Kit™ (Qiagen,

Courtaboeuf) selon les recommandations du fabricant. L'extraction est réalisée à partir de 400

µl de sang prélevé sur EDTA par voie rétroorbitaire. Les cellules sont d'abord lysées par

addition de 400 µl de tampon Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 (TE). L'échantillon est

ensuite centrifugé 3 min à 6000g, le culot est repris dans 200 µl de tampon TE additionné de

200 µl de tampon de lyse et de 20 µl de protéinase K, et incubé 10 min à 56°C après agitation.

Deux cents microlitres d'éthanol absolu sont ajoutés, l'échantillon est agité puis transféré sur

une colonne qui fixe l'ADN. Après centrifugation 1 min à 6000 g, le filtrat est éliminé et 500

µl de tampon de lavage AW1 sont ajoutés. Après centrifugation 1 min à 6000 g, le filtrat est

éliminé et 500 µl de tampon de lavage AW2 sont ajoutés. Après centrifugation 3 min à 20000

g, le filtrat est éliminé et l'ADN est élué de la colonne avec 200 µl de tampon d'élution (Tris-

HCl 10 mM; EDTA 0,5 mM, pH 9) par centrifugation 1 min à 6000 g. L'ADN est conservé à -

20°C.

- PCR conventionnelle

Nous utilisons l'amplification du gène B1 qui est répété environ 35 fois dans le génome du

parasite (Burg et al., 1989) ce qui permet d'améliorer la sensibilité de la détection car le

nombre de parasites circulants est faible dans notre modèle. Les amorces utilisées sont celles

décrites par Pelloux et al. (Pelloux et al., 1996) : JW58 5'-AAGGGCTGACTCGAACCAGATGT-3'

et JW59 5'-GGGCGGACCTCTCTTGTCTCG-3'. Le volume réactionnel est de 50 µl et contient 10

µl d’ADN, 200 µM de dNTP (Invitrogen, Cergy Pontoise), 1,25 U de Hot Start Taq

Polymérase (Qiagen), 2 µM de chaque amorce, 5 µl de PCR Buffer 10x (Qiagen)

(concentration finale MgCl2 1,5 µM), et de l’eau stérile grade PCR QSP 50 µl. En l'absence de

signal après amplification, les échantillons sont ré-amplifiés à partir de 1 µl d'ADN pour
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éliminer les éventuels inhibiteurs. L'amplification est faite sur GeneAmp PCR system™ 2400

(Perkin Elmer, Courtaboeuf) et comprend une dénaturation initiale avec activation de la

polymérase pendant 15 min à 95°C suivie de 45 cycles d'amplification (dénaturation 30 sec à

95°C, hybridation 30 sec à 61°C, élongation 10 sec à 72°C) et d’une élongation terminale

pendant 5 min à 72°C. La révélation est faite par électrophorèse en gel d’agarose à 2%. Après

45 min de migration à 130 V, la présence de l’amplicon du gène B1 est visualisée par une

bande à 301 pb après coloration au bromure d’éthidium.

Dans ces conditions, le seuil de détection est de 1 parasite pour de l'ADN de T. gondii pur et

de 5 parasites par ml de sang.

- PCR quantitative en temps réel

La quantification de la parasitémie est faite par PCR quantitative en temps réel sur

LightCycler™ (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Allemagne) avec le système

LightCycler FastStart DN Master SYBR Green I® (Roche Diagnostics). Le nombre de

parasites dans l'échantillon est calculé à partir d'une gamme d'étalonnage s'échelonnant de

1750 à 0,5 parasites par prise d'essai.

La cible est le gène B1 qui amplifié en utilisant les amorces décrites par Costa et al. (Costa et

al., 2000) : TgB1–S 5'-GGAGGACTGGCAACCTGGTGTCG-3' et TgB1-A 5'-TTGTTTCACCCGGA-

CCGTTTAGCAG-3'. Le volume réactionnel est de 20 µl : ADN 5 µl, réactif Hot Start

reconstitué extemporanément (Fast Start Taq DNA polymerase + SYBR Green I) 2 µl, MgCl2

25 mM 2,8 µl (concentration finale 3,5 µM), amorces 50 µM 0,2 µl chacune (concentration

finale 0,5 µM), eau stérile grade PCR 9,8 µl. En l'absence de signal après amplification, les

échantillons sont ré-amplifiés à partir de 1 µl d'ADN pour éliminer les éventuels inhibiteurs.

L'amplification comprend une dénaturation initiale avec activation de la polymérase pendant

10 min à 95°C suivie de 45 cycles d'amplification (dénaturation 5 sec à 95°C, hybridation 5



61

sec à 60°C, élongation 10 sec à 72°C). Des courbes de fusion sont réalisées à la fin de

l'amplification pour vérifier la spécificité des amplicons produits (5 sec à 95°C, 15 sec à

69°C) suivies d'un refroidissement jusqu'à 37°C. La spécificité de l'amplicon produit à partir

de chaque échantillon est validée par une température de fusion de 85,7 ± 0,5°C puis la

quantité d'ADN présent dans l'échantillon est calculée à partir de la gamme d'étalonnage.

Dans ces conditions, le seuil de détection est de 1 parasite pour de l'ADN de T. gondii pur

(gamme d'étalonnage) et de 5 parasites par ml de sang.

4. Exploration de la réponse immunitaire maternelle

4.1. Titrage des anticorps spécifiques

Les immunoglobulines totales anti-T. gondii sont détectées par immunofluorescence selon la

technique décrite précédemment.

Les IgG1 et les IgG2a anti-SAG1 de T. gondii sont mesurées par ELISA.

- Sensibilisation : des microplaques de 96 puits (Maxisorp®, Nunc) sont sensibilisées une

nuit à 4°C avec 100 µl/puits d'une solution de SAG1 à 0,5 µg/ml dans du tampon carbonate

bicarbonate 0,1 M pH 9,6.

- Saturation : après 2 lavages au PBS-Tween 20 0,05%, les plaques sont saturées une heure

à 37°C avec 200 µl par puits de PBS-BSA 1%. Les plaques sont ensuite lavées 2 fois avec

du PBS-Tween 20 0,05%.

- Dépôt des sérums : des dilutions successives de sérums dilués en PBS-Tween 20 0,05%

sont déposées en duplicats (100 µl/puits) et incubées une heure à 37°C. Les plaques sont

ensuite lavées 4 fois avec du PBS-Tween 20 0,05%

- Conjugués : 100 µl/puits de conjugué anti-IgG1 (anticorps monoclonal de rat, clone X56)

ou anti-IgG2a (anticorps monoclonal de rat, clone R19-15) marqué à la peroxydase (BD
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Biosciences Pharmingen), dilué au 1/10000 dans du PBS sont ajoutés pendant une heure à

37°C puis les plaques sont lavées 5 fois avec du PBS-Tween 20 0,05%.

- Révélation : 100 µl/puits de substrat (TMB, Euromedex, Mundolsheim) sont déposés. La

réaction est stoppée après 20 minutes à température ambiante et à l'obscurité avec 100

µl/puits de H2SO4 0,2 M. Les plaques sont lues au spectrophotomètre à 450 nm

(Dynatech®, Dynex Thermobio Analysis, Issy les Moulineaux).

- Résultats : les titres en IgG1 et IgG2a sont exprimés en dilution limite qui correspond à la

dernière dilution dont l'absorbance est supérieure à la (moyenne plus 2 écart-types) de

l'absorbance de 3 sérums contrôles négatifs.

4.2. Réponse lymphocytaire splénique

4.2.1. Purification des splénocytes

Toutes les étapes se déroulent à 4°C sur glace selon la technique décrite par Candolfi et al.

(Candolfi et al., 1994). Chaque rate est traitée individuellement. Les rates sont prélevées

stérilement dans 12 ml de milieu complet constitué de milieu RPMI 1640 avec glutamine 2

mM et Hepes 25 mM (Gibco) additionné de 10% de SVFi (Gibco) et d'antibiotiques (Gibco)

(pénicilline 50 UI/ml, streptomycine 50 µg/ml, amphotéricine B 1 µg/ml) (RPMI complet).

Après broyage entre 2 lames frittées et dissociation des amas cellulaires par pipetage, les

débris tissulaires sont éliminés par décantation. La suspension cellulaire est lavée avec 30 ml

de RPMI complet puis le culot est traité 5 minutes à température ambiante avec 1 ml de

solution de chlorure d'ammonium NH4Cl 0,83% dans du Tris-HCl 0,01 M pH 7,2 pour lyser

les hématies. Le culot traité est déposé délicatement à la surface de 1 ml de SVFi pur et

centrifugé à 300 g 10 min à 4°C. Le culot cellulaire est lavé 2 fois avec 10 ml de RPMI
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complet. Les cellules sont comptées en cellule de Neubauer avec un colorant vital (bleu de

trypan, Gibco).

4.2.2. Numération des sous-populations lymphocytaires T CD4+/CD8+

           par cytométrie en flux

Toutes les étapes se déroulent à 4°C. Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS

additionné de 0,5% de SVFi, ajusté à pH 7,5 et préalablement filtré sur membrane de porosité

0,22 µm. La suspension est ajustée à 1x107 cellules/ml. Le volume de travail est de 1x106

cellules dans 100 µl de PBS-SVFi 0,5%. Les échantillons sont traités en duplicats. Dans un

premier temps, les sites de fixation du Fc des IgG (récepteurs FcγI, FcγII et FcγIII) présents

sur les splénocytes sont bloqués par addition de 1 µg d'anticorps monoclonal anti-CD16/32

(IgG2b de rat, clone 2.4G2, DB Biosciences Pharmingen) pour 106 cellules pendant 5 min à

4°C. Dans un second temps, les anticorps monoclonaux anti-CD4 (IgG2a de rat marqué à la

peroxydase, clone RM4.5, DB Biosciences Pharmingen, 1 µg pour 106 cellules) ou anti-CD8

(IgG2a de rat marqué à la peroxydase, clone KT15, Immunotech, Marseille, 1 µg pour 106

cellules) sont ajoutés pendant 30 min à 4°C à l'obscurité. Les cellules ensuite sont lavées 2

fois avec du PBS-SVFi 0,5 % et fixées dans 500 µl de paraformaldéhyde à 1,2 %.

Un contrôle de cellules non marquées et un contrôle de cellules traitées avec un isotype

contrôle marqué à la peroxydase (IgG2a de rat marqué à la peroxydase, clone LODNP-16, DB

Biosciences Pharmingen, 1 µg pour 106 cellules) sont inclus dans chaque série. La lecture est

faite sur FACS Calibur Flow Cytometer et les données sont analysées à l'aide du logiciel Cell

Quest Software (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Mountain View, USA).
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4.2.3. Etude de la prolifération lymphocytaire

Nous utilisons une technique non radiométrique décrite par Huong et al. (Huong et al., 1991),

le BrdU Labeling and Detection Kit® (Boehringer, Mannheim, Allemagne). Cette technique

est basée sur la mesure de l'incorporation de la bromodéoxyuridine (BrdU), un analogue

nucléotidique de la thymidine, dans l'ADN des cellules en prolifération. Après fixation des

cellules et digestion partielle de l'ADN, la quantité de BrdU incorporé est mesurée par

colorimétrie à l'aide d'un anticorps monoclonal marqué à la peroxydase. La prolifération

spécifique est mesurée en présence de 1 µg/ml d'AST. Du milieu de culture est utilisé comme

témoin négatif et de la concanavaline A (1 µg/ml) est utilisé comme témoin positif.

Cent microlitres de suspension à 4x106 splénocytes/ml sont déposés dans des microplaques de

culture cellulaire de 96 puits (Nunc). Selon les recommandations du fabricant, la solution de

BrdU est ajoutée aux splénocytes après 24 heures de culture (concentration finale 10 µM de

BrdU par puits). L'incubation est poursuivie pendant 18 heures puis les plaques sont

centrifugées 10 minutes à 300 g, décantées et séchées 2 heures à 60°C. Les cellules sont

fixées 30 minutes à -20°C avec une solution d'éthanol 70%/HCl 25%. Les plaques sont lavées

3 fois avec du PBS-SVFi 10% et 100 µl/puits de nucléase sont ajoutés pendant 30 min à

37°C. Après 3 lavages avec du PBS-SVFi 10%, l'anticorps monoclonal anti-BrdU marqué à la

peroxydase est ajouté (100µl/puits) et les plaques sont incubées 30 min à 37°C. Après 3

lavages avec le tampon de lavage fourni par le fabricant, 100 µl/puits de substrat (ABTS) sont

ajoutés pendant 30 min à température ambiante et à l'obscurité. La réaction est stoppée avec

100 µl/puits de SDS à 1%. L'absorbance est lue à 405 nm et les résultats sont exprimés en

DO405.
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4.2.4. Production de cytokines

Les cytokines sont mesurées dans le sang périphérique et dans le surnageant de culture des

splénocytes après stimulation spécifique des cellules avec 1 µg/ml d'AST pendant 48 heures à

37°C sous 5% de CO2. Du milieu de culture est utilisé comme témoin négatif et de la

concanavalline A (1 µg/ml) est utilisé comme témoin positif. L'IFNγ, l'IL2, l'IL10 et l'IL4 sont

dosés avec les kits OptEIA® Mouse IFNγ Set, OptEIA® Mouse IL2 Set, OptEIA® Mouse

IL10 Set et OptEIA® Mouse IL4 Set (BD Biosciences Pharmingen) dans des microplaques

des 96 puits (Nunc). Les seuils de détection sont de 32 pg/ml pour l'IFNγ et l'IL10 et de 8

pg/ml pour l'IL2 et l'IL4.

5. Exploration du rôle des anticorps anti-SAG1

Le rôle des anticorps anti-SAG1 dans la vaccination est étudié in vivo par transfert passif

d'anticorps polyclonaux et monoclonaux IgG1 et IgG2a à des souris naïves gestantes. Le

mécanisme d'action des anticorps est ensuite étudié in vitro par des tests de phagocytose,

d'invasion cellulaire et de lyse du complément.

5.1. Anticorps

- Anticorps polyclonaux

Les anticorps polyclonaux anti-SAG1 sont produits en vaccinant des souris BALB/c avec de

la protéine SAG1 : 4 injections sous-cutanées de 1 µg de protéine SAG1 dans 50 µl d'eau

pour préparation injectable à J1, J5, J9, J13 suivies d'une injection de rappel de 1 µg de SAG1

à J45. Les sangs sont prélevés à J60, poolés, centrifugés et décantés. Le sérum est titré en

IgG1 et IgG2a anti-SAG1 puis aliquoté par 200 µl à -20°C jusqu'à son utilisation. Le sérum

de souris vaccinées titre 1/40000 en IgG1 et 1/100 en IgG2a anti-SAG1 en dilution limite. Le
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sérum de souris non vaccinées utilisé pour les anticorps polyclonaux contrôles ne contient pas

d'IgG1 et IgG2a anti-SAG1 (titres inférieurs à 1/50).

- Anticorps monoclonaux

Des anticorps monoclonaux IgG1 anti-SAG1 (clone 3F6/G5) et IgG2a anti-SAG1 (clone 8F9-

CH2) (Institut de Parasitologie de Strasbourg) sont utilisés pour vérifier la spécificité de l'effet

observé et pour comparer l'activité de deux isotypes différents. Les anticorps sont dialysés

contre de l'eau pour préparation injectable puis titrés avant leur utilisation. Les anticorps

monoclonaux contrôles sont des anticorps de souris purifiés, sans endotoxine ni azide de

sodium (Purified mouse IgG1 NA/LE clone 107.3 et Purified mouse IgG2a clone G155-178,

DB Biosciences Pharmingen).

5.2. Transfert passif des anticorps in vivo

Les anticorps sont transférés à J11 de gestation, soit 24 heures avant l'infection, par injection

intrapéritonéale de 200 µl de sérum pour les anticorps polyclonaux ou de 500 µg d'anticorps

monoclonaux.

5.3. Etude du mécanisme d'action des anticorps in vitro

Des tachyzoïtes de souche RH, préparés comme décrit précédemment, sont utilisés pour

toutes les études in vitro.

5.3.1. Phagocytose

Des tests de phagocytose par des macrophages sont réalisés avec des toxoplasmes inactivés

puis opsonisés.
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- Préparation des macrophages : les macrophages sont obtenus par lavage péritonéal chez

des souris BALB/c injectées 6 jours auparavant avec 1 ml de solution de thioglycollate à 3%

(Sigma) par voie intrapéritonéale. Le thioglycollate est un produit irritant qui provoque un

afflux de lymphocytes puis de macrophages dans la cavité péritonéale. Les animaux sont

euthanasiés à l'isoflurane. L'abdomen est désinfecté, le péritoine est exposé et la cavité

péritonéale est lavée 2 fois avec 5 ml de RPMI complet à 4°C. Les macrophages récupérés

sont lavés 2 fois avec du RPMI complet à 4°C, comptés en cellule de Neubauer avec du bleu

de trypan et mis en culture (4x105 macrophages dans 400 µl de RMPI complet par puits) en

plaques de 24 puits (Nunc) pendant 1 nuit à 37°C sous 5% CO2 et en atmosphère saturée en

humidité. Le lendemain, les cellules non adhérentes sont éliminées par lavage au moment du

test de phagocytose.

- Inactivation des tachyzoïtes : les tachyzoïtes sont inactivés juste avant leur utilisation, par

contact avec du formol à 2% pendant 30 min à température ambiante puis lavés 4 fois avec du

RPMI 1640 sans SVFi.

- Opsonisation des tachyzoïtes : une suspension à 8x106 tachyzoïtes/ml est mise en contact

avec différentes dilutions de sérum (1/50 à 1/1000) ou d'anticorps monoclonaux (20 à 0,001

µg/ml) (v/v) pendant 30 min à 37°C. Un contrôle sans anticorps est réalisé parallèlement.

Toutes les dilutions sont faites dans du RPMI 1640 sans SVFi pour éviter d'éventuelles

interférences liées à la présence d'anticorps dans le SVFi.

- Test de phagocytose : les macrophages adhérents sont lavés 2 fois avec 1 ml/puits de RPMI

1640 sans SVFi chauffé à 37°C pour ne pas décrocher les cellules. Deux cents microlitres de

suspension de tachyzoïtes opsonisés (soit 4 tachyzoïtes pour 1 macrophage) sont déposés dans

chaque puits, les plaques sont centrifugées 1 min à 300 g pour sédimenter les parasites au

contact des cellules puis incubées 50 min à 37°C sous 5% de CO2. Les macrophages sont
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ensuite lavés 3 fois avec 1 ml/puits de RPMI 1640 sans SVFi chauffé à 37°C, puis décrochés

avec 200µl/puits de trypsine-EDTA (Gibco) pendant 5 min à 37°C. Les cellules sont

transférées dans des tubes en verre à 4°C et les puits sont lavés 2 fois avec du RPMI 1640 à

refroidi à 4°C et additionné de 20% de SVFi pour neutraliser la trypsine. Les produits de

lavage sont ajoutés dans les tubes. Les tubes sont centrifugés 10 min à 300 g et à 4°C. Cent

microlitres du culot sont traités par cytocentrifugation puis colorés au May Grunwald Giemsa

(MGG). Le nombre de parasites pour 100 macrophages est calculé après comptage au

microscope de 200 macrophages par réplicat.

5.3.2. Test de lyse par le complément

La lyse des parasites par le complément en présence d'anticorps anti-SAG1 et contrôles est

réalisée par le Docteur Thulliez (Institut de Puériculture, Paris) par la méthode du Dye Test.

5.3.3. Test d'invasion cellulaire

Des tests d'invasion sont réalisés sur des cellules trophoblastiques humaines BeWo (ATCC

CCL-98) après opsonisation des tachyzoïtes par les anticorps.

- Préparation des cellules : les cellules BeWo sont entretenues en culture par repiquage

bihebdomadaire dans du milieu de Dulbecco sans pyruvate de sodium, contenant 4,5 g/l de

glucose (Gibco) et supplémenté avec 1% de glutamine (Gibco), 20% de SVFi (Gibco) et des

antibiotiques (Gibco) (pénicilline 50 UI/ml, streptomycine 50 µg/ml, amphotéricine B 1

µg/ml). Pour les tests d'invasion cellulaire, 4x104 cellules/puits sont déposées dans des

plaques de 24 puits (Nunc) et cultivées 3 à 4 jours à 37°C sous 5% CO2 et en atmosphère

saturée en humidité, jusqu'à confluence.
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- Opsonisation des tachyzoïtes : les tachyzoïtes sont purifiés à partir de l'ascite des souris le

jour du test d'invasion. Après 3 lavages en milieu de Dulbecco sans SVFi, une suspension de

7,5x106 tachyzoïtes vivants est mise en contact avec différentes dilutions de sérum (1/50 à

1/1000), d'anticorps monoclonaux entiers ou des fragments Fab correspondants (20 à 0,001

µg/ml) (v/v) pendant 30 min à 37°C. Un contrôle sans anticorps est réalisé parallèlement.

Toutes les dilutions sont faites dans du milieu sans SVFi.

- Test d'invasion cellulaire : le surnageant de culture des cellules BeWo est éliminé. Deux

cents microlitres de suspension de tachyzoïtes opsonisés (soit environ 4 tachyzoïtes pour 1

cellule BeWo) sont déposés dans chaque puits, les plaques sont centrifugées 1 min à 300 g

pour sédimenter les parasites au contact des cellules puis incubées 1 heure à 37°C sous 5% de

CO2. Six cents microlitres de milieu sont ajoutés pour 3 heures d'incubation supplémentaires.

Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec 1 ml/puits de milieu puis décrochés avec 200

µl/puits de trypsine-EDTA (Gibco) pendant 5 min à 37°C. Les cellules sont transférées dans

des tubes en verre à 4°C et les puits sont lavés 2 fois avec du milieu additionné de 20% de

SVFi pour neutraliser la trypsine. Les produits de lavage sont ajoutés dans les tubes. Les tubes

sont centrifugés 10 min à 300 g et à 4°C. Cent microlitres du culot sont traités par

cytocentrifugation puis colorés au MGG. Le nombre de parasites pour 100 cellules BeWo est

calculé après comptage au microscope de 200 cellules par réplicat.

6. Exploration du rôle de l'immunité cellulaire

Le rôle de l'immunité cellulaire dans la vaccination SAG1 est exploré in vivo chez la souris

par transfert de lymphocytes de souris vaccinées et par déplétion des sous-populations

lymphocytaires T CD4+ et CD8+ après vaccination, et in vitro par l’étude de l'activité

cytotoxique des lymphocytes de souris vaccinées.
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6.1. Etudes in vivo

6.1.1. Transfert adoptif de lymphocytes T

Des lymphocytes de souris vaccinées sont transférés à des souris gestantes naïves

préalablement immunodéprimées. Durant toute la durée de l’expérimentation les souris sont

maintenues en conditions stériles et manipulées sous hotte à flux laminaire.

- Immunosuppression des souris receveuses : des souris BALB/c sont traitées avec de la

fludarabine (Fludara®, Schering, Lys Lez Lannoy) qui déprime quantitativement et

fonctionnellement les lymphocytes (Monographie Fludara, 2002). Les animaux sont traités

pendant 5 jours par 2 mg/kg/j de fludarabine (100 µl par voie intrapéritonéale). Le traitement

est interrompu pendant 2 jours puis repris pendant 5 jours avec 4 mg/kg/j de fludarabine (100

µl par voie intrapéritonéale). La fludarabine étant tératogène, la gestation n'est débutée que 5

jours après la fin du traitement pour permettre l'élimination complète du produit dont la ½ vie

terminale est de 20 heures sans effet d'accumulation.

- Transfert adoptif : des souris BALB/c donneuses sont vaccinées avec la protéine SAG1 ou

injectées avec le véhicule. Vingt jours après la dernière immunisation, les animaux sont

euthanasiés, les rates sont prélevées stérilement et les splénocytes sont purifiés selon la

méthode décrite précédemment. Les souris receveuses sont injectées à J11,5 de gestation soit

16 heures avant l’infection avec 2x107 splénocytes dans 0,2 ml de RPMI 1640 par voie

intrapéritonéale, ce qui représente environ 6x106 lymphocytes T transférés (données obtenues

par cytométrie en flux).

6.1.2. Déplétion des lymphocytes T CD4+ et CD8+

Les sous-populations lymphocytaires T CD4+ ou CD8+ sont déplétées chez les souris

vaccinées par injection de 500 µg par voie intrapéritonéale d’anticorps monoclonaux anti-
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CD4 (IgG2b de rat, clone GK1.5, BD Biosciences Pharmingen) ou anti-CD8 (IgG2b de rat,

clone H35, préparé au laboratoire) 24 heures avant et 3 jours après l’infection.

6.1.3. Neutralisation de l’IFNγ

L’IFNγ est neutralisé par injection intrapéritonéale de 500 µg d’anticorps monoclonal anti-

IFNγ (IgG1 de rat, clone XMG1.2, préparé au laboratoire) 24 heures avant et 3 jours après

l’infection.

6.2. Etudes de cytotoxicité in vitro

L'activité cytotoxique des lymphocytes T des souris vaccinées sont étudiées in vitro vis-à-vis

de cellules cibles infectées, par la technique colorimétrique de la βglucuronidase. Le principe

du test repose sur le dosage colorimétrique de la βglucuronidase présente dans les granules

cytotoxiques et relarguée dans le surnageant de culture après contact entre les cellules

effectrices cytotoxiques et des cellules cibles infectées. La dégranulation des cellules

cytotoxiques est spécifique car elle est déclenchée par la reconnaissance de l'antigène par le

TCR.

- Préparation des cellules effectrices : nous utilisons la fraction non adhérente des

splénocytes comme cellules effectrices. Cette population cellulaire contient 30 à 40% de

lymphocytes T (chiffres mesurés par cytométrie en flux). Pour évaluer les capacités

cytotoxiques des lymphocytes T de souris vaccinées mais non infectées, les splénocytes sont

prélevés 20 jours après la dernière immunisation puis cultivés in vitro en présence de 0,1

µg/ml d’AST pendant 96 heures. Les splénocytes des souris gestantes infectées sont prélevés

en fin d’expérimentation à J7 postinfection, cultivés 18 heures dans du milieu RPMI complet

pour séparer les macrophages par adhérence.
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- Déplétion des lymphocytes T CD4+ et CD8+ : une déplétion des lymphocytes T CD4+ ou

CD8+ est réalisée par lyse spécifique des complexes immuns par le complément. Une

suspension de 1x107/ml splénocytes non adhérents est incubée avec 10 µg/ml d’anticorps

monoclonal anti-CD4 (clone GK1.5, BD Biosciences) ou anti-CD8 (clone H35, préparé au

laboratoire) pendant 1 heure à 4°C puis lavée une fois avec du RPMI complet. Le culot

cellulaire est incubé pendant 1 heure à 37°C avec du complément de lapin (Low-Tox®-M

Rabbit Complement, Cedarlane, Hornby, Canada) dilué au 1/20 dans du RPMI complet et

préalablement stérilisé par filtration sur membrane de porosité 0,22 µm. Des contrôles sont

réalisés parallèlement avec l’anticorps seul et le complément seul afin de vérifier l’absence de

toxicité directe des réactifs. La mortalité cellulaire est vérifiée par coloration au bleu de trypan

puis par cytométrie en flux.

- Neutralisation de l'IFNγ dans le milieu de culture : L'IFNγ est neutralisé dans le milieu de

culture des cellules effectrices par addition de 10 µg/ml d'anticorps monoclonal anti-IFNγ

(clone XMG1.2, préparé au laboratoire) dans le milieu de culture 30 minutes avant le test de

cytotoxicité.

- Préparation des cellules cibles infectées : les cellules cibles sont des macrophages

syngéniques infectés. Des macrophages péritonéaux de souris BALB/c sont obtenus comme

décrit précédemment. Ils sont cultivés 24 heures à 37°C sous 5% de CO2 en plaque de 96

puits à fonds ronds (Nunc) à raison de 5x105 macrophages par puits dans 200 µl de RMPI

complet. On obtient le lendemain environ 2x105 macrophages adhérents, presque confluents.

Ils sont infectés avec 4x105 tachyzoïtes de souche RH (ratio 2:1) pendant 2 heures à 37°C

sous 5% de CO2 puis lavés 3 fois avec 200 µl de RPMI complet. Dans ces conditions, le taux

d’infection des macrophages est de 50% avec 80 à 100 parasites pour 100 macrophages.
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- Test de cytotoxicité : les cellules effectrices sont déposées sur les macrophages infectés

selon un ratio cellules effectrices:cellules cibles de 10:1. Ce ratio a été choisi après des tests

préliminaires avec des ratio variant de 1:1 à 50:1. Chaque échantillon est déposé en 4

réplicats. Après 4 heures de contact à 37°C sous 5% de CO2, les plaques sont centrifugées 5

min à 200 g à 4°C et les surnageants sont prélevés. Le dosage de l’activité βglucuronidase est

réalisé immédiatement ou sur les surnageants congelés à -20°C. Trois cents microlitres de

tampon acétate 0,1 M pH 4,6 contenant 0,04% de triton X-100 et 50 µl de glucuronate de

phénolphtaléine 0,01 M (Sigma) sont ajoutés à 50 µl de surnageant pendant 1 nuit à 37°C. La

réaction est stoppée avec 1 ml de solution de glycine 18,75 g/l ; NaCl 1,46 g/l ; pH 10,4 puis

l’absorbance est lue au spectrophotomètre à 550 nm. Dans chaque série sont inclus un

contrôle négatif constitué de cellules effectrices seules dans du RPMI complet, un contrôle

positif constitué de cellules effectrices seules dans du RPMI complet additionné de 0,1% de

Triton X-100 qui provoque la libération dans le milieu du contenu granulaire par effet

détergent et permet le dosage de 100% de l’activité βglucuronidase des cellules effectrices, et

un contrôle de relarguage non spécifique constitué de cellules effectrices et de macrophages

non infectés.

Le résultat est exprimé en % de relarguage de βglucuronidase par rapport au contrôle positif :

Cytotoxicité échantillon (%) = (DO550 échantillon – DO550 contrôle négatif)
(DO550 contrôle positif – DO550 contrôle négatif)

7. Activité toxoplasmicide des macrophages

L'activité toxoplasmicide des macrophages est étudiée in vitro en mesurant la multiplication

parasitaire dans les macrophages après 18 heures d'incubation.

- Purification des macrophages
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Des macrophages péritonéaux résidents sont obtenus par lavage péritonéal sans injection

préalable de thioglycollate. Ils sont purifiés comme précédemment décrit et cultivés pendant 1

nuit à 37°C sous 5% CO2 et en atmosphère saturée en humidité.

- Infection des macrophages

Les macrophages adhérents sont lavés 2 fois avec 1 ml/puits de RPMI 1640 chauffé à 37°C

pour ne pas décrocher les cellules. Deux cents microlitres de suspension de tachyzoïtes (ratio

tachyzoïtes:macrophages 2:1) sont déposés dans chaque puits, les plaques sont centrifugées 1

min à 300 g pour sédimenter les parasites au contact des cellules puis incubées 2 heures à

37°C sous 5% de CO2. Les macrophages sont ensuite lavés 3 fois avec 1 ml/puits de RPMI

1640 sans SVFi chauffé à 37°C et l'incubation est poursuivie pendant 16 heures

supplémentaires à 37°C.

- Numération des parasites intracellulaires

Les parasites intra-macrophagiques sont dénombrés après l'incubation initiale de 2 heures et

après l'incubation finale de 18 heures. Deux techniques sont utilisées.

Numération microscopique après coloration au MGG : les macrophages sont décrochés avec

200µl/puits de trypsine-EDTA (Gibco) pendant 5 min à 37°C et transférés dans des tubes en

verre à 4°C. Les puits sont lavés 2 fois avec du RPMI 1640 à 4°C et additionné de 20% de

SVFi pour neutraliser la trypsine. Les produits de lavage sont ajoutés dans les tubes. Après

centrifugation 10 min à 300 g et à 4°C, 100 µl du culot sont traités par cytocentrifugation puis

colorés au MGG. Le pourcentage de macrophages infectés est calculé après comptage au

microscope de 400 macrophages par réplicat. Trois réplicats au moins sont réalisés pour

chaque échantillon.

Numération des parasites par PCR quantitative : l'ADN est extrait directement dans les puits

de culture après addition 200 µl de tampon TE selon la technique décrite précédemment.
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Nous avons utilisé l'amplification du gène SAG2, unique dans le génome du parasite avec les

amorces décrites par Gazzinelli et al. (Gazzinelli et al., 1993) : SAG2-S 5'-ATGAGTTTCTCAA-

AGACCACGAGCCTAGC-3' ET SAG2-A 5'-TTACACAAACGTGATCAACAAACCTGCGAGACC-3'.

Le volume réactionnel est de 20 µl : ADN 5 µl, réactif Hot Start reconstitué extemporanément

(Fast Start Taq DNA polymerase + SYBR Green I) 2 µl, MgCl2 25 mM 2,8 µl (concentration

finale 3,5 µM), amorces 50 µM 0,2 µl chacune (concentration finale 0,5 µM), eau stérile

grade PCR 9,8 µl. En l'absence de signal après amplification, les échantillons sont ré-

amplifiés à partir de 1 µl d'ADN pour éliminer les éventuels inhibiteurs. L'amplification

comprend une dénaturation initiale avec activation de la polymérase pendant 10 min à 95°C

suivie de 45 cycles d'amplification (dénaturation 5 sec à 95°C, hybridation 5 sec à 61°C,

élongation 23 sec à 72°C). Des courbes de fusion sont générées à la fin de l'amplification pour

vérifier la spécificité des amplicons produits (5 sec à 95°C, 15 sec à 69°C) suivies d'un

refroidissement jusqu'à 37°C. La spécificité de l'amplicon produit à partir de chaque

échantillon est validée par une température de fusion de 89 ± 0,5°C.

Le nombre de parasites présents dans l'échantillon est calculé à partir d'une gamme

d'étalonnage s'échelonnant de 175000 à 1 parasite par prise d'essai. Dans ces conditions, le

seuil de détection est de 2 parasites pour de l'ADN de T. gondii pur (gamme d'étalonnage) et

de 50 parasites en présence d'ADN non toxoplasmique.

8. Analyse statistique

L'analyse statistique est faite avec le logiciel Prism® (Graphpad Software, San Diego, USA).

Un test de Fisher est utilisé pour les comparaisons de transmission maternofoetale du parasite.

Un test t de Student est utilisé pour l'analyse de la réponse immunitaire. Les valeurs de p

inférieures à 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.
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9. Résumé du plan expérimental

Objectif Souris Protocole expérimental Paramètres explorés

Immunogénicité de la
protéine SAG1

BALB/c
CBA/J

Vaccination
Evaluation 7 jours après la dernière immunisation

Réponse immunitaire maternelle :
   - Cytokines sériques et spléniques
    - Anticorps anti-SAG1

Protection et réponse
immunitaire maternelle
après vaccination avec
SAG1

BALB/c
CBA/J

Vaccination
Gestation 4 semaines après la dernière immunisation
Infection au 11ème jour de gestation
Evaluation à J7 postinfection

Transmission maternofoetale du parasite
Parasitémie maternelle
Réponse immunitaire maternelle :
    - Cytokines sériques et spléniques
    - Anticorps anti-SAG1

Rôle de la réponse
immunitaire humorale dans
la protection vaccinale

BALB/c Etude in vivo chez la souris gestante infectée
    - Transfert passif d'anticorps polyclonaux anti-SAG1
    - Transfert passif d'anticorps monoclonaux anti-SAG1

Etude in vitro de 3 mécanismes d'action des anticorps anti-
SAG1 sur le parasite
    - Phagocytose
    - Lyse par le complément
    - Neutralisation de l'invasion cellulaire

Transmission maternofoetale du parasite
Parasitémie maternelle

Rôle de la réponse
immunitaire cellulaire dans
la protection vaccinale

BALB/c Etude in vivo chez la souris gestante infectée
    - Transfert adoptif de splénocytes de souris vaccinées
       à des souris naïves
    - Déplétion des LT CD4+ et CD8+ après vaccination
    - Neutralisation de l'IFNγ après vaccination

Etude in vitro de l'activité cytotoxique des splénocytes de
souris vaccinées et vaccinées/infectées
    - Splénocytes totaux
    - Splénocytes déplétés en LT CD4+ ou CD8+
    - splénocytes totaux après neutralisation de l'IFNγ

Transmission maternofoetale du parasite
Parasitémie maternelle
Cytokines sériques et spléniques

Activité toxoplasmicide des
macrophages de souris
vaccinées

BALB/c Vaccination
Purification des macrophages 7 jours après la dernière
immunisation

Capacité des macrophages à contrôler la
réplication des parasites intracellulaires
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RESULTATS
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I. IMMUNOGENICITE DE LA PROTEINE SAG1 CHEZ LA SOURIS NON

GESTANTE

Le profil de la réponse immunitaire induite par la vaccination avec la protéine SAG1 est

étudié dans deux souches de souris congéniques ayant des fonds génétiques différents, la

souris BALB/c (H2d) et la souris CBA/J (H2k).

Les animaux sont vaccinés avec 1 µg de SAG1 injecté par voie sous-cutanée deux fois par

semaine pendant deux semaines. Le profil de la réponse immunitaire est caractérisé 7 jours

après la dernière immunisation en mesurant la production des cytokines Th1 (IFNγ, IL2) et

Th2 (IL4, IL10), et la production des isotypes IgG2a et IgG1 anti-SAG1. L'expérience est

répétée 3 fois pour chaque souche de souris. Le profil de la réponse immunitaire s'avère

différent dans ces deux souches de souris. Les résultats présentés sont issus d'une expérience

représentative pour chaque souche de souris.

• Chez la souris BALB/c la vaccination avec SAG1 induit une réponse immunitaire

mixte Th1 et Th2.

Chez la souris BALB/c, la réponse immunitaire à la vaccination associe une composante Th1,

avec une production accrue d'IFNγ par les splénocytes stimulés in vitro avec de l'antigène

soluble toxoplasmique (AST) (1623 ± 132 pg/ml) par rapport au groupe contrôle (non

détectable), et une composante Th2 avec une production d'IgG1 anti-SAG1 (titre 1/100) sans

IgG2a. Aucune production spécifique d’IL2, d’IL4 et d’IL10 n’est détectable. Aucune

prolifération lymphocytaire n'est mesurable après 48 heures de stimulation spécifique des

cellules spléniques par de l'AST.
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• Chez la souris CBA/J la vaccination avec SAG1 induit une réponse immunitaire

Th2 prépondérante.

La production spécifique d'IL2 et d'IFNγ par les splénocytes est significativement plus faible

dans le groupe vacciné que dans le groupe contrôle (IL2 : 12 ± 2 et 27 ± 2 pg/ml, p=0,0011.

IFNγ : 200 ± 30 et 1600 ± 50 pg/ml, p<0,0001). La production d'IL4 est faible dans les deux

groupes. Aucune production spécifique d’IL10 n’est mesurable. La réponse humorale est de

type IgG1 (titre 1/100) sans IgG2a. La prolifération lymphocytaire spécifique des splénocytes

est significativement réduite dans le groupe vacciné (0,163 ± 0,016) par rapport au groupe

contrôle (0,294 ± 0,030, p=0,0031).

II. PROTECTION VACCINALE CHEZ LA SOURIS GESTANTE ET PROFIL DE LA

REPONSE IMMUNITAIRE MATERNELLE

Dans un deuxième temps, l'efficacité vaccinale de la SAG1 est évaluée, chez les souris

BALB/c et CBA/J, en terme de transmission maternofoetale du parasite au cours d'une

primoinfection toxoplasmique pendant la gestation.

Les animaux sont infectés par voie orale à J12 de gestation et euthanasiés 7 jours plus tard, le

dernier jour de la gestation. Nous évaluons le nombre de fœtus et de placentas infectés, la

parasitémie et le profil de la réponse immunitaire maternelle. L’expérience est reproduite 3

fois pour chaque souche de souris.
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1. Transmission maternofoetale du parasite

• La vaccination ne modifie pas la fertilité des animaux.

La vaccination ne modifie ni le nombre de gestations (20 à 40% de souris gestantes par

protocole expérimental) ni le nombre de fœtus par portée. Chez la souris BALB/c, le nombre

moyen de fœtus par portée est de 8,2 ± 1,0 dans le groupe contrôle et de 7,8 ± 0,7 dans le

groupe vacciné. Chez la souris CBA/J, il est de 8,3 ± 0,7 dans le groupe contrôle et de 7,0 ±

2,0 dans le groupe vacciné. Aucun avortement n'est observé.

• La vaccination avec SAG1 réduit significativement la transmission

maternofoetale du parasite chez la souris BALB/c et, au contraire, l'augmente

chez la souris CBA/J.

Les résultats sont détaillés dans les tableaux 1A et 1B.

La transmission verticale du parasite est significativement réduite par la vaccination chez la

souris BALB/c (tableau 1A) et au contraire, augmentée chez la souris CBA/J (tableau 1B).

Les résultats sont statistiquement significatifs dans chaque expérience chez la souris BALB/c,

avec une baisse reproductible de 50% du nombre de fœtus infectés dans le groupe vacciné.

Chez la souris CBA/J, la transmission est au contraire toujours plus élevée de 25 à 50% dans

le groupe vacciné, mais les différences ne sont pas significatives, probablement en raison d'un

effectif insuffisant dans chaque expérience (2 à 4 souris gestantes par groupe).

En prenant en compte l'effectif total des trois expériences, la vaccination avec SAG1

augmente significativement la transmission parasitaire chez la souris CBA/J (contrôle 32%,

SAG1 53%; p=0,0364). La transmission globale reste significativement réduite chez la souris

BALB/c vaccinée par rapport au groupe contrôle (contrôle 72%, SAG1 33%; p<0,0001).
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Chez les souris BALB/c comme chez les souris CBA/J, tous les placentas sont positifs en

subinoculation dans tous les groupes et dans toutes les expériences. Cette positivité ne peut

pas être interprétée car elle pourrait simplement refléter la présence des parasites dans le sang

maternel.

2.  Parasitémie maternelle

• Chez la souris BALB/c vaccinée, la baisse de la transmission parasitaire est

associée à une baisse du nombre de parasites circulants dans le sang maternel à

J7 postinfection.

La quantification des parasites est réalisée par PCR quantitative en temps réel. Les résultats

sont détaillés dans le tableau 2. Le nombre de parasites circulants est réduit, selon

l'expérience, de 75% à 88% dans les groupes vaccinés par rapport aux groupes contrôles.

• Chez les souris CBA/J, la présence de parasites circulants est confirmée chez tous

les animaux.

La recherche est faite par PCR conventionnelle, sans quantification, car l'appareillage de PCR

en temps réel n'est pas en place au laboratoire à cette période.
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Tableau 1. Transmission maternofoetale du parasite à J7 postinfection.

Tableau 1A. Souris BALB/c

Groupe contrôle Groupe SAG1

Nb souris
gestantes

Fœtus infectés
Nb souris
gestantes

Fœtus infectés

Nombre % Nombre % p

Exp. 1 4 21 / 33 64% 6 14 / 47 30% 0,0033

Exp. 2 6 34 / 42 81% 5 14 / 34 41% 0,0007

Exp. 3 5 11 / 17 65% 4 6 / 22 27% 0,0264

 Total 15 66 / 92 72% 15 34 / 103 33% <0,0001

Tableau 1B. Souris CBA/J

Groupe contrôle Groupe SAG1

Nb souris
gestantes

Fœtus infectés
Nb souris
gestantes

Fœtus infectés

Nombre % Nombre % p

Exp. 1 3 8 / 25 32% 4 14 / 28 50% 0,2651

Exp. 2 2 6 / 15 40% 2 6 / 10 60% 0,4283

Exp. 3 2 4 / 16 25% 3 10 / 19 53% 0,1662

 Total 7 18 / 56 32% 9 30 / 57 53% 0,0364

L'analyse statistique est réalisée avec le test de Fisher.
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Tableau 2. Parasitémie maternelle chez la souris BALB/c à J7 postinfection.

Contrôle SAG1

Nb souris
gestantes

Parasitémie
(parasites/ml)

Nb souris
gestantes

Parasitémie
(parasites/ml)

p

Exp. 1 4 Non réalisé 6 Non réalisé

Exp. 2 6 631 ± 112 5 158 ± 82 0,0271

Exp. 3 5 692 ± 161 4 78 ± 31 0,0646

Total 11 658 ± 150 9 120 ± 62 0,0067

La parasitémie est mesurée par amplification du gène B1 en PCR quantitative.

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SE des parasitémies individuelles.

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student.
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3. Profil de la réponse immunitaire maternelle

• La baisse de la transmission verticale du parasite chez la souris BALB/c vaccinée

est associée à une réponse immune maternelle spécifique mixte Th1 et Th2.

Les résultats présentés sont issus de l'expérience 1.

Les souris vaccinées avec SAG1 puis infectées produisent des quantités massives d'IgG1 anti-

SAG1 (titres de 1/20000 à 1/80000) et de faibles quantités d'IgG2a (titres 1/50 à 1/200)

(tableau 3). Le groupe contrôle véhicule ne produit aucune IgG spécifique détectable à J7

postinfection.

Le dosage des cytokines sériques montre une augmentation significative des concentrations

d'IFNγ (p<0,0001) et d'IL10 (p=0,0074) dans le groupe vacciné (tableau 4A). Des

concentrations faibles d'IL4 sont mesurées dans les deux groupes.

L'étude de la capacité de production ex vivo de cytokines par les splénocytes stimulés par de

l'AST montre un profil comparable à celui des cytokines sériques (tableau 4B). Seules les

cellules des souris vaccinées produisent de l'IFNγ et de l'IL10. L'IL4 n'est pas détectable.

• L'augmentation de la transmission verticale du parasite chez la souris CBA/J

vaccinée est associée à une réponse immune maternelle Th2.

Les résultats présentés sont issus de l'expérience 1.

Dans le modèle CBA/J, la vaccination par SAG1 induit une production significative d'IgG1

anti-SAG1 (titres de 1/500 à 1/1000) sans production d'IgG2a (tableau 5). Le groupe contrôle

véhicule ne produit aucun anticorps détectable à J7 post-infection.

Le dosage des cytokines sériques montre une augmentation des concentrations d'IL10 et d'IL4

(p<0,0001 et p=0,0036) chez les animaux vaccinés, sans modification significative de la

concentration d'IFNγ (tableau 6A). La production ex vivo des mêmes cytokines dans le
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surnageant de culture des splénocytes stimulés par de l'AST montre également des

concentrations d'IFNγ comparables dans les deux groupes avec une augmentation

significative de la concentration d'IL10 (p=0,0052) chez les animaux vaccinés (tableau 6B).

L'effet protecteur de la vaccination avec SAG1 observé chez la souris BALB/c gestante nous

conduit à explorer les rôles respectifs de l'immunité humorale et cellulaire dans cette souche

de souris afin de mieux comprendre les mécanismes de la réponse immunitaire maternelle

impliqués dans la protection vaccinale.
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Tableau 3. Titres des IgG1 et des IgG2a anti-SAG1 à J7 postinfection chez la souris

BALB/c.

Titres en IgG anti-SAG1

IgG1 IgG2a

Contrôle < 1/25 < 1/25

< 1/25 < 1/25

< 1/25 < 1/25

< 1/25 < 1/25

SAG1 1/20000 1/100

1/40000 1/100

1/40000 1/50

1/80000 1/200

1/40000 1/100

1/40000 1/100

Les résultats sont exprimés en dilution limite pour chaque souris.
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Tableau 4. Dosage des cytokines chez la souris BALB/c.

Tableau 4A. Concentrations des cytokines dans le sérum à J7 postinfection.

Concentration des cytokines (pg/ml)

IFNγ IL10 IL4

Contrôle 27 000 ± 1 250 445 ± 62 24 ± 2

SAG1 49 000 ± 1 600 845 ± 81 20 ± 5

Les résultats sont la moyenne ± SE des concentrations mesurées pour chaque souris (contrôles

n=4, SAG1 n=6).

Tableau 4B. Production de cytokines par les splénocytes.

Concentration des cytokines (pg/ml)

IFNγ IL10 IL4

RPMI

Contrôle ND ND ND

     SAG1 ND ND ND

AST

Contrôle ND ND ND

     SAG1 150000 ± 2691 714 ± 20 ND

ND : non détectable

Les cytokines sont mesurées dans le surnageant de culture des splénocytes prélevés à J7

postinfection et cultivés 48 heures dans du milieu RPMI additionné ou non d'antigène soluble

toxoplasmique (AST). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SE des concentrations

mesurées pour chaque souris.
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Tableau 5. Titres des IgG1 et des IgG2a anti-SAG1 à J7 postinfection chez la souris

CBA/J.

Titres en IgG anti-SAG1

IgG1 IgG2a

Contrôles < 1/25 < 1/25

< 1/25 < 1/25

< 1/25 < 1/25

SAG1 1/500 < 1/25

1/500 < 1/25

1/500 < 1/25

1/1000 < 1/25

Les résultats sont exprimés en dilution limite pour chaque souris.
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Tableau 6. Dosage des cytokines chez la souris CBA/J.

Tableau 6A. Concentrations des cytokines dans le sérum à J7 postinfection.

Concentration des cytokines (pg/ml)

IFNγ IL10 IL4

Contrôles 47400 ± 1650 105 ± 17 15 ± 8

SAG1 52000 ± 1100 896 ± 30 96 ± 12

Les résultats sont la moyenne ± SE des concentrations mesurées pour chaque souris (contrôles

n=3, SAG1 n=4).

Tableau 6B. Production de cytokines par les splénocytes.

Concentration des cytokines (pg/ml)

IFNγ IL10 IL4
RPMI

Contrôle 7367 ± 501 146 ± 23 ND

     SAG1 6813 ± 256 197 ± 10 ND

AST

Contrôle 17400 ± 205 731 + 52 22 ± 20

     SAG1 17300 ± 564 1878 ± 200 20 ± 3

ND : non détectable

Les cytokines sont mesurées dans le surnageant de culture des splénocytes prélevés à J7

postinfection et cultivés 48 heures avec ou sans antigène soluble toxoplasmique (AST). Les

résultats sont exprimés en moyenne ± SE des concentrations mesurées pour chaque souris.
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III. ROLE DE L'IMMUNITE HUMORALE DANS LA PROTECTION VACCINALE

CONFEREE PAR LA PROTEINE SAG1

Chez la souris BALB/c vaccinée, la baisse de la transmission maternofoetale du parasite est

associée à des titres élevés en IgG anti-SAG1. Le rôle de ces anticorps anti-SAG1 dans la

protection vaccinale est d'abord exploré in vivo par transfert passif d'anticorps anti-SAG1 à

des souris gestantes avant l’infection. Différents mécanismes d'action possibles des anticorps -

phagocytose, neutralisation, lyse des parasites par le complément - sont ensuite étudiés in

vitro. Pour ces différentes études, nous utilisons des anticorps anti-SAG1 polyclonaux issus

du sérum de souris vaccinées ainsi que des anticorps monoclonaux IgG1 et IgG2a anti-SAG1

afin de comparer les propriétés de ces deux sous-classes d’IgG, la protection vaccinale étant,

dans notre modèle, associée à des titres très élevés en IgG1 et faibles en IgG2a anti-SAG1.

1. Transfert passif d'anticorps anti-SAG1

Le rôle des anticorps anti-SAG1 dans la protection vaccinale est évalué par transfert passif

d'anticorps polyclonaux et monoclonaux IgG1 et IgG2a anti-SAG1 à des souris BALB/c

naïves gestantes.

Le transfert est réalisé par injection intrapéritonéale à J11 de gestation, soit 24 heures avant

l'infection, selon les modalités suivantes :

- anticorps polyclonaux : injection de 200 µl de sérum de souris donneuses vaccinées

(4x1 µg de SAG1, rappel après 4 semaines, prélèvement 2 semaines après le rappel) ou

non vaccinées (groupe contrôle). Le sérum des souris donneuses vaccinées titre

1/40000e en IgG1 anti-SAG1 et 1/100e en IgG2a anti-SAG1.
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- anticorps monoclonaux : injection de 500 µg d'IgG1 ou d'IgG2a anti-SAG1, de 500 µg

d'IgG1 ou d'IgG2a contrôles.

A J7 postinfection (J19 de gestation), les animaux sont euthanasiés. La transmission

maternofoetale est évaluée par subinoculation des fœtus et des placentas et la parasitémie

maternelle est mesurée par PCR quantitative en temps réel.

Les résultats présentés sont la synthèse de 3 expériences pour les anticorps polyclonaux et de

3 expériences pour les anticorps monoclonaux.

• Le transfert passif d'anticorps contrôles ou anti-SAG1 réduit significativement la

transmission parasitaire.

Les résultats sont détaillés dans le tableau 7. La transmission maternofoetale du parasite est

significativement réduite dans tous les groupes transférés par rapport aux groupes témoins

non transférés. Elle est diminuée de 49% avec les anticorps polyclonaux contrôles (p=0,0026)

et de 59% avec les anticorps polyclonaux anti-SAG1 (p<0,0001) par rapport au groupe non

transféré pris comme référence. Les anticorps monoclonaux contrôles réduisent la

transmission parasitaire de 28% pour les IgG2a (p=0,0210) et de 49% pour les IgG1

(p<0,0001). Les anticorps monoclonaux anti-SAG1 réduisent la transmission de 35% pour les

IgG2a (p=0,0025) et de 56% pour les IgG1 (p<0,0001).

Il n'y a pas de différence statistique entre les groupes recevant les anticorps contrôles et anti-

SAG1. Néanmoins la baisse est toujours plus importante dans les groupes transférés avec les

anticorps anti-SAG1. L'effet protecteur des anticorps apparaît donc partiellement non

spécifique.

Tous les placentas s'avèrent infectés dans tous les groupes expérimentaux.
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• Les IgG1 anti-SAG1 sont significativement plus efficaces que les IgG2a anti-

SAG1.

Les IgG1 anti-SAG1 réduisent significativement plus la transmission parasitaire (-56%) que

les IgG2a anti-SAG1 (-35%) (p=0,0453) (tableau 7). La baisse de 56% observée avec les

IgG1 anti-SAG1 est concordante avec la baisse de 59% observée avec le sérum de souris

vaccinées (anticorps polyclonaux anti-SAG1) qui contient essentiellement des IgG1. Il n'y a

pas de différence significative d'efficacité entre les isotypes IgG1 et IgG2a contrôles

(p=0,0956).

• La parasitémie maternelle est réduite dans les groupes transférés avec les

anticorps contrôles et indétectable dans les groupes transférés avec les anticorps

anti-SAG1.

Le nombre de parasites circulants dans le sang maternel à J7 postinfection est

significativement réduit dans tous les groupes transférés avec les anticorps contrôles par

rapport aux groupes témoins non transférés (anticorps polyclonaux : p=0,0129; anticorps

monoclonaux IgG1 : p=0,0286; anticorps monoclonaux IgG2a : p=0,0175) (tableau 8). Dans

tous les groupes transférés avec des anticorps anti-SAG1, la parasitémie est indétectable,

inférieure à 5 parasites/ml de sang.
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Tableau 7. Transmission maternofoetale du parasite à J7 postinfection après transfert

passif d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux.

Témoins sans
transfert

Ac contrôles Ac anti-SAG1

Nb
gest.

Fœtus infectés
Nb

gest.
Fœtus infectés

Nb
gest.

Fœtus infectés

Nb % Nb % Nb %

Ac polyclonaux 7 32 / 51 63% 6 15 /47 32% 11 18 / 70 26%

Ac monoclonaux

               IgG1 6 31 / 33 94% 8 22 / 46 48% 9 22 / 54 41%

                 IgG2a 5 23 / 25 92% 7 31 / 47 66% 10 40 / 67 60%

Tableau 8. Parasitémie maternelle à J7 postinfection après transfert passif d'anticorps

polyclonaux ou monoclonaux.

Parasitémie (parasites/ml)

Témoins
sans transfert

Ac contrôles Ac anti-SAG1

Ac polyclonaux 381 ± 78 105 ± 42 < 5

Ac monoclonaux

            IgG1 429 ± 148 93 ± 41 < 5

              IgG2a 335 ± 103 72 ± 30 < 5

La parasitémie est mesurée par amplification du gène B1 en PCR quantitative.

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SE des résultats individuels.
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2. Etude des mécanismes d'action des anticorps anti-SAG1

Dans un second temps, nous étudions in vitro plusieurs mécanismes d'action possibles des

anticorps sur les parasites libres extracellulaires : phagocytose des parasites opsonisés,

neutralisation de l'entrée active des parasites dans les cellules, lyse par le complément.

Chaque expérience est répétée trois fois.

2.1. Phagocytose

L'opsonisation des microorganismes par les anticorps spécifiques facilite leur phagocytose par

les cellules phagocytaires. Nous étudions la phagocytose des tachyzoïtes de souche RH par

des macrophages péritonéaux après une incubation préalable des parasites pendant 30 minutes

avec les anticorps polyclonaux (sérum) et monoclonaux IgG1 et IgG2a anti-SAG1 et

contrôles. Un témoin de phagocytose sans opsonisation est réalisé en parallèle. Les parasites

intracellulaires sont ensuite dénombrés au microscope après coloration de MGG.

Les tachyzoïtes sont préalablement inactivés au formol pour bloquer l'entrée active des

tachyzoïtes dans les cellules et ne conserver que le mécanisme d'internalisation par

phagocytose. Les conditions d'inactivation sont choisies de manière à préserver la structure

des antigènes de surface, donc de la SAG1. L'intégrité de la SAG1 est contrôlée par

immunofluorescence en vérifiant que la fixation des anticorps polyclonaux et monoclonaux

anti-SAG1 sur les parasites n'est pas modifiée par le traitement d'inactivation.

• Les anticorps spécifiques anti-SAG1 augmentent la phagocytose par les

macrophages.

L'opsonisation des parasites par les anticorps polyclonaux et monoclonaux anti-SAG1

augmente de manière dose dépendante leur phagocytose par les macrophages (figure 1).
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L'effet reste statistiquement significatif jusqu'à une dilution du sérum au 1/1000, et jusqu'à

une concentration de 0,1 à 0,01 µg/ml pour les anticorps monoclonaux. Les anticorps

contrôles n'ont pas d'effet.

• Les IgG1 anti-SAG1 sont des opsonines plus efficaces que les IgG2a anti-SAG1

La comparaison de l'efficacité des deux sous-classes d'IgG anti-SAG1 montre qu'à

concentration égale, les IgG1 sont toujours statistiquement plus efficaces que les IgG2a

jusqu'à 0,01 µg/ml (p<0,0001 pour toutes les concentrations testées) (figure 1).

Les IgG1 sont statistiquement efficaces jusqu'à une concentration de 0,01 µg/ml. Les IgG2a

anti-SAG1 ne sont statistiquement efficaces que jusqu'à une concentration de 0,1 µg/ml.
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Figure 1. Phagocytose des parasites par les macrophages après opsonisation par les

anticorps anti-SAG1.

Figure 1A. Anticorps polyclonaux
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Figure 1B. Anticorps monoclonaux
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Chaque dilution d'anticorps est testée sur 6 réplicats. Les parasites intracellulaires sont

dénombrés au microscope sur 200 macrophages par réplicat. Les résultats représentent la

moyenne ± SE des 6 réplicats. L'analyse statistique compare les anticorps anti-SAG1 aux

anticorps contrôles correspondants par le test t de Student : *** p<0,001; ** p<0,01.

T : témoin sans anticorps.
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2.2. Lyse par le complément

• Seules les IgG2a anti-SAG1 activent la voie classique du complément

La voie classique du complément est activée par la fixation du Fc des anticorps engagés dans

les complexes antigène-anticorps sur le C1q et conduit à la formation de complexes d'attaque

de la membrane qui lysent le parasite. La lyse parasitaire médiée par les anticorps est mesurée

par la méthode du Dye Test (technique réalisée par le Dr. Thulliez) qui permet en outre de

titrer l'activité de manière quantitative. Les IgG2a anti-SAG1 présentent une activité lytique

élevée titrant 3200. L'activité lytique est indétectable pour les IgG1 monoclonales anti-SAG1

et pour les anticorps polyclonaux anti-SAG1 qui contiennent presque uniquement des IgG1.

Les anticorps contrôles n’ont pas d’activité lytique détectable.

2.3. Neutralisation de l'entrée active du parasite dans les cellules

Les tachyzoïtes sont capables de pénétrer dans toutes les cellules nucléées de l'organisme en

quelques minutes. Nous étudions l'activité neutralisante des anticorps anti-SAG1 par un test

d'invasion cellulaire sur des cellules trophoblastiques BeWo en culture. Les tachyzoïtes sont

préalablement incubés 30 minutes avec les anticorps avant d'être déposé sur les cellules.

L'entrée active des tachyzoïtes dans les cellules est mesurée après 4 heures d'incubation, par

comptage microscopique des parasites intracellulaires.

Dans ces conditions expérimentales, l'incubation préalable des tachyzoïtes avec les anticorps

n'affecte pas leur viabilité et n'entraîne pas d'agglutination visible après coloration vitale au

bleu de trypan. Un témoin d'invasion par des tachyzoïtes sans anticorps est réalisé en

parallèle. Nous avons préalablement vérifié que les cellules BeWo ne sont pas capables de

phagocyter les parasites dans les conditions expérimentales choisies.



98

• Les anticorps contrôles réduisent significativement l'invasion cellulaire.

L'incubation préalable des tachyzoïtes avec les anticorps polyclonaux ou monoclonaux

contrôles réduit significativement l'entrée active des parasites dans les cellules BeWo par

rapport au témoin d'invasion sans anticorps (figures 2A et 2B). Il n'y a pas d'effet dose. Pour

les anticorps polyclonaux, l'effet est statistiquement significatif pour toutes les dilutions

testées (p≤0,0080), à l'exception de la dilution 1/1000 pour laquelle l'erreur standard est

élevée. Le blocage moyen est de 39%. Pour les anticorps monoclonaux, la diminution de

l'entrée active des parasites est statistiquement significative pour deux sous-classes et pour les

quatre concentrations testées (p≤0,0081). Le blocage moyen est de 59% pour les IgG1 et de

46% pour les IgG2a.

• Les anticorps anti-SAG1 sont significativement plus efficaces que les anticorps

contrôles.

L'incubation préalable des tachyzoïtes avec les anticorps spécifiques anti-SAG1 réduit encore

significativement l'invasion cellulaire par rapport aux anticorps contrôles, et cet effet est dose-

dépendant (figures 2A et 2B).

Pour les anticorps polyclonaux anti-SAG1, le blocage varie de 86% (dilution 1/50) à 58%

(dilution 1/1000). L'activité neutralisante des anticorps spécifiques reste significativement

plus élevée que celle des anticorps contrôles jusqu'à la dilution 1/800 (p≤0,0054).

Pour les anticorps monoclonaux anti-SAG1, le blocage varie de 79% (concentration 20

µg/ml) à 29% (concentration 0,1 µg/ml) pour les IgG1 et de 75% à 29% pour les IgG2a aux

mêmes concentrations. Pour les deux sous-classes d'IgG, l'effet neutralisant des anticorps

spécifiques est significativement supérieur à celui des anticorps contrôles jusqu'à 1 µg/ml

(p≤0,0054).
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• L'activité partiellement neutralisante des anticorps non spécifiques passe par la

fixation des anticorps sur les tachyzoïtes par leur fragment Fc.

L'effet partiellement neutralisant des anticorps non spécifiques pourrait s'expliquer par une

fixation de ces anticorps sur les tachyzoïtes par leur fragment Fc. Cette hypothèse est vérifiée

en utilisant les anticorps monoclonaux.

Dans un premier temps, nous vérifions, par immunofluorescence, la fixation des anticorps non

spécifiques sur les tachyzoïtes. Le marquage est régulièrement réparti à la surface des

parasites mais il est moins intense que celui obtenu avec les anticorps anti-SAG1 à

concentration équivalente.

Dans un deuxième temps, nous vérifions que l'effet neutralisant observé implique la fixation

des anticorps par leur fragment Fc en comparant l'activité neutralisante des anticorps entiers et

des fragments Fab correspondants après clivage du Fc par la papaïne. Les résultats montrent

que l'effet neutralisant des anticorps non spécifiques disparaît complètement lorsque le

fragment Fc est clivé (figure 2C). Les fragments Fab des anticorps non spécifiques ne se

fixent pas sur les tachyzoïtes et n'ont aucune activité neutralisante. Au contraire, les fragments

Fab des anticorps anti-SAG1 conservent la même activité neutralisante que les anticorps

entiers correspondants.

Ces résultats confirment que l'effet neutralisant partiel des anticorps non spécifiques résulte de

la fixation de ces anticorps sur les tachyzoïtes par leur fragment Fc. Le mécanisme précis par

lequel cette fixation limite l'invasion cellulaire n'est pas exploré dans ce travail.
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Figure 2. Neutralisation de l'entrée active des parasites par les anticorps anti-SAG1.

Figure 2A. Anticorps polyclonaux

������������������������

������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������

������
������
������

������
������
������

�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

������
������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

������
������
������
������
������
������
������
������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

T 50 100 200 400 8001000 50 100 200 400 8001000
0

25

50

75

100

125

150
Sérum contrôle Sérum anti-SAG1

*** ** ***

**
** *

1/dilution du sérum

P
ar

as
it

es
 / 

10
0 

ce
llu

le
s

Figure 2B. Anticorps monoclonaux
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Chaque dilution d'anticorps est testée sur 6 réplicats. Les parasites intracellulaires sont

dénombrés au microscope sur 200 macrophages par réplicat. Les résultats représentent la

moyenne ± SE des 6 réplicats. L'analyse statistique compare les anticorps anti-SAG1 aux

anticorps contrôles correspondants par le test t de Student : *** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,5.

T : témoin sans anticorps.
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Figure 2C. Activité neutralisante des anticorps entiers et des fragments Fab

correspondants
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Chaque dilution d'anticorps et de fragment Fab correspondant est testée sur 6 réplicats. Les

parasites intracellulaires sont dénombrés au microscope sur 200 macrophages par réplicat. Les

résultats représentent la moyenne ± SE des 6 réplicats.
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IV. ROLE DE L'IMMUNITE CELLULAIRE DANS PROTECTION VACCINALE

CONFEREE PAR LA PROTEINE SAG1

Le rôle de l'immunité cellulaire dans la protection conférée par la vaccination avec SAG1 est

d'abord exploré in vivo par transfert adoptif de lymphocytes T de souris BALB/c vaccinées à

des souris BALB/c naïves gestantes et par neutralisation des différents acteurs majeurs de la

réponse cellulaire (sous-populations lymphocytaires T CD4+/CD8+ et IFNγ) chez des souris

vaccinées. Dans un second temps l'activité cytotoxique des lymphocytes T est étudiée in vitro.

1. Caractérisation des sous-populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+ après

vaccination

Les sous-populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+ sont quantifiées par cytométrie en flux

dans la rate 20 jours après la dernière immunisation puis 7 jours après l'infection.

• La vaccination avec SAG1 augmente le nombre de lymphocytes T CD4+.

La vaccination augmente le nombre de lymphocytes T CD4+ de 35% en moyenne et ne

modifie pas le nombre de lymphocytes T CD8+ (figure 3A). Les splénocytes des souris non

vaccinées contiennent en moyenne 20% de lymphocytes T CD4+ et 7% de lymphocytes T

CD8+. Les splénocytes de souris vaccinées contiennent en moyenne 27% de lymphocytes T

CD4+ et 7% de lymphocytes T CD8+.
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• L'infection augmente le nombre de lymphocytes T CD8+, sans différence entre

les groupes vaccinés ou contrôles.

Sept jours après l'infection, le profil CD4+/CD8+ indique que l'infection augmente le nombre

de lymphocytes T CD8+ qui atteint en moyenne 10% dans les deux groupes sans différence

entre les animaux vaccinés et contrôles (figure 3B). Le nombre de lymphocytes T CD4+ n'est

pas modifié par l'infection.



Figure 3. Quantification des lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans la rate
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Figure 3B. Après vaccination et infection
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2. Transfert adoptif de lymphocytes T de souris vaccinées

Dans un premier temps nous évaluons globalement le rôle de l'immunité cellulaire en

transférant des lymphocytes T syngéniques de souris vaccinées à des souris naïves gestantes.

Les splénocytes des souris donneuses sont purifiés 20 jours après la dernière immunisation et

2x107 cellules (soit environ 6x106 lymphocytes T) sont injectées aux souris receveuses

gestantes 16 heures avant l'infection. Un groupe contrôle est transféré avec des splénocytes de

souris donneuses non vaccinées. Les souris receveuses, ainsi qu'un groupe de souris témoins

non transférées, sont préalablement immunodéprimées par des injections de fludarabine

pendant les 2 semaines précédant la gestation. L'expérience est répétée 2 fois.

La fludarabine est un immunosuppresseur qui possède un tropisme particulier pour la lignée

lymphocytaire (Monographie Fludara, 2002). Elle agit en inhibant la division cellulaire et

déclenchant l'apoptose des cellules. La molécule s'accumule dans les lymphocytes et son effet,

chez l'homme, persiste plusieurs semaines à plusieurs mois après l'arrêt du traitement.

Des expériences préliminaires nous ont permis de vérifier que le protocole

immunosuppresseur choisi ne modifie pas le nombre ou la taille des portées chez la souris

BALB/c et que la transmission parasitaire est comparable à celle observée chez les souris non

immunodéprimées. Dans ces conditions d'utilisation, la fludarabine réduit de 20% le nombre

de lymphocytes T dans la rate et dans le sang périphérique (données acquises en cytométrie de

flux, non montrées).
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• Le transfert de lymphocytes T de souris vaccinées réduit la transmission

parasitaire et la parasitémie maternelle à J7 postinfection.

Le transfert de lymphocytes T de souris non vaccinées aux animaux naïfs ne modifie pas la

transmission parasitaire par rapport au groupe témoin non transféré (p=0,6628) (tableau 9).

Au contraire, le transfert de lymphocytes T de souris vaccinées réduit le nombre de fœtus

infectés de 43% par rapport au groupe témoin non transféré (p=0,0161), et de 37% par rapport

au groupe transféré avec les lymphocytes de souris non vaccinées (p=0,1568).

Cette baisse de la transmission est associée à une baisse du nombre de parasites détectables

dans le sang maternel 7 jours après l'infection : témoins sans transfert : 117 ± 83 parasites/ml,

transfert de lymphocytes de souris non vaccinées : 68 ± 27, transfert de lymphocytes de souris

vaccinées : 25 ± 11 parasites/ml. Les différences ne sont toutefois pas significatives car les

écart-types sont élevés.
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Tableau 9. Transmission maternofoetale du parasite à J7 postinfection, après transfert

de lymphocytes T.

L'analyse statistique est réalisée avec le test de Fisher :

a comparaison avec les témoins non transférés

 b comparaison avec le groupe transféré avec les splénocytes contrôles non vaccinés

Exp. Témoins sans transfert Splénocytes non vaccinés Splénocytes SAG1

Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés

Nb % Nb % Nb %

1 3 18 / 29 62% 2 6 / 11 55% 3 4 / 12 33%

2 5 17 / 31 55% 4 11 / 22 50% 5 10 / 30 33%

Total 8 35 / 60 58% 6 17 / 33 52% 8 14 / 42 33%
    p=0,6628a    p=0,0161a

   p=0,1568b
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3. Déplétion des sous-populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+ chez la souris

vaccinée.

Les expériences précédentes de transfert adoptif indiquent que la protection vaccinale peut

être transférée par les splénocytes. Ces transferts ont été réalisés avec des splénocytes totaux

qui contiennent des lymphocytes T mais aussi des lymphocytes B sensibilisés capables de

produire rapidement des anticorps spécifiques protecteurs et des cellules NK dont le rôle

effecteur est démontré en primoinfection (Abou-Bacar et al., 2004). Nous ne pouvons donc

pas exclure la participation de ces cellules dans la protection obtenue.

Pour vérifier plus précisément le rôle des lymphocytes T dans la protection vaccinale, les

sous-populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+ sont déplétées chez les souris vaccinées en

injectant un anticorps monoclonal anti-CD4 ou anti-CD8 24 heures avant et 3 jours après

l'infection. La transmission parasitaire et la réponse immunitaire maternelle sont évaluées 7

jours après l'infection. L'expérience est répétée 3 fois.

La déplétion lymphocytaire CD4/CD8 est vérifiée sur les splénocytes par cytométrie en flux à

la fin de chaque expérience. Elle est de 85 à 95% pour les lymphocytes T CD4+ et de 90 à

94% pour les lymphocytes T CD8+ (figure 4).
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Figure 4. Quantification des lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans la rate à J7

postinfection après déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ chez la souris vaccinée.

Le comptage par cytométrie en flux est réalisé sur 10000 cellules.

     Isotype contrôle             SAG1               SAG1 + anti-CD4/CD8

SAG1 28,9%
SAG1 + anti-CD4   1,5%

SAG1 9,9%
SAG1 + anti-CD8 0,5%

M1 M1
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• La protection vaccinale est totalement abolie par la déplétion des lymphocytes T

CD8+ et n'est pas modifiée par la déplétion des lymphocytes T CD4+.

Les résultats des trois expériences sont détaillés dans le tableau 10. L'analyse statistique par

expérience est difficile car les effectifs des groupes expérimentaux sont faibles (2 à 5 souris

gestantes par groupe). Néanmoins, les résultats obtenus dans les 3 expériences sont

reproductibles. Dans chaque expérience, la déplétion des lymphocytes T CD8+ après la

vaccination abolit complètement la protection vaccinale alors que la déplétion des

lymphocytes T CD4+ ne la modifie pas. En prenant en compte l'effectif total des trois

expériences, le pourcentage de fœtus infectés est de 24% dans le groupe vacciné avec SAG1,

de 28% dans le groupe vacciné et traité avec l'anti-CD4 (p=0,6768) et de 57% dans le groupe

vacciné et traité avec l'anti-CD8 (p=0,0014). Dans ce dernier groupe, la transmission n'est pas

différente de celle du groupe témoin non vacciné (59%, p=1).

Ces résultats indiquent que les lymphocytes T CD8+ sont des effecteurs majeurs de la

protection vaccinale au cours de l'infection. Les lymphocytes T CD4+ n'ont pas de rôle

effecteur direct au moment même de l'infection.

• La déplétion des lymphocytes T CD8+ s'accompagne d'une augmentation de la

parasitémie maternelle.

Le nombre de parasites circulants dans le sang maternel sept jours après l'infection est 6 fois

plus élevé dans le groupe vacciné et traité avec l'anti-CD8 que dans le groupe vacciné

(respectivement 698 ± 142 parasites/ml et 112 ± 35 parasites/ml, p=0,0004) (tableau 11).
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Tableau 10. Transmission maternofoetale du parasite à J7 postinfection après déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ chez la souris

vaccinée.

L'analyse statistique est réalisée avec le test de Fisher :

a comparaison avec les témoins non vaccinés

 b comparaison avec le groupe vacciné SAG1

Exp. Témoins non vaccinés SAG1 SAG1 + anti-CD4 SAG1 + anti-CD8

Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés

Nb % Nb % Nb % Nb %

1 3 8 / 12 67% 4 2 / 11 18% 5 6 / 29 20% 5 14 / 24 58%

2 4 15 / 27 56% 4 7 / 26 27% 5 9 / 26 35% 2 7 / 12 58%

3 3 14 / 24 58% 3 3 / 13 31% 2 4 / 13 32% 2 3 / 6 50%

Total 10 37 / 63 59% 11 12 / 50 24% 12 19 / 68 28% 9 24 / 42 57%
    p=0,0003a    p=0,6768b    p=0,0014b
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Tableau 11. Parasitémie maternelle à J7 postinfection après déplétion des lymphocytes T

CD4+ ou CD8+ chez la souris vaccinée.

La parasitémie est mesurée par amplification du gène B1 en PCR quantitative.

Les résultats sont la moyenne ± SE des parasitémies mesurées par souris.

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student :

a comparaison avec les témoins non vaccinés

 b comparaison avec le groupe vacciné SAG1

Exp. Parasitémie (parasites/ml)

Témoins non
vaccinés

SAG1 SAG1 + anti-CD4 SAG1 + anti-CD8

1 531 ± 295  47 ± 13 241 ± 43  670 ± 237

2 504 ± 159 179 ± 81  385 ± 209 575 ± 99

3 854 ± 207 108 ± 54  578 ± 360  755 ± 228

Total 693 ± 175 112 ± 35 389 ± 126 698 ± 142
p=0,0029a p=0,0546b p=0,0004b
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• La déplétion des lymphocytes T CD8+ s'accompagne d'une augmentation

massive de la production d'IL4.

Le dosage des cytokines est réalisé dans le sérum à J7 postinfection. Le profil comparatif des

concentrations de cytokines est reproductible d'une expérience à l'autre.

La déplétion des lymphocytes T CD4+ s'accompagne d'une diminution de 20% environ de la

concentration d'IFNγ (non significatif) et de 50% environ de la concentration d'IL10

(p=0,0458) (figure 5). La concentration d'IL4 n'est pas modifiée. Au contraire, la déplétion

des lymphocytes T CD8+ n'a pas d'effet sur les concentrations d'IFNγ et d'IL10 mais

augmente massivement, d'environ 500%, la concentration d'IL4 (p=0,0002).

L'étude ex vivo de la capacité de production des mêmes cytokines par les splénocytes stimulés

pendant 48 heures avec de l'AST confirme les résultats obtenus dans le sérum (tableau 12). La

production spécifique d'IFNγ et d'IL10 est réduite de 70% dans le groupe traité avec l'anti-

CD4 (respectivement p=0,0117 et p=0,0317) et inchangée dans le groupe traité avec l'anti-

CD8+ par rapport au groupe vacciné. Une production spécifique modérée d'IL4 n'est

détectable que dans le groupe traité avec l'anti-CD8.
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Figure 5. Concentration des cytokines dans le sérum à J7 postinfection après déplétion

des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ chez la souris vaccinée.
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Les résultats sont la moyenne ± SE des concentrations mesurées pour chaque souris de

l'expérience 1. L'analyse statistique est faite par rapport au groupe SAG1. ***p<0,0001.
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Tableau 12. Production des cytokines par les splénocytes après déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ chez la souris vaccinée.

IFNγ (pg/ml) IL10 (pg/ml) IL4 (pg/ml)

RPMI ConA AST RPMI ConA AST RPMI ConA AST

Témoins
NV

8513 ± 1882 84844 ± 8629 25009 ± 1713 186 ± 63 1523 ± 36 110 ± 38 ND 173 ± 1 ND

SAG1 29410 ± 4265 84386 ± 9651 39433 ± 6634 233 ± 97 1780 ± 181 344 ± 52 ND 224 ± 2 ND

SAG1 +
anti-CD4

9616 ± 199 32554 ± 14014 9852 ± 1051 473 ± 14 320 ± 27 107 ± 52 ND 31 ± 1 ND

SAG1 +
anti-CD8

25345 ± 3381 100012 ± 9686 41389 ± 2301 224 ± 77 1749 ± 172 261 ± 18 17± 0 214 ± 10 47 ± 2

Les cytokines sont mesurées dans le surnageant de culture des splénocytes prélevés à J7 postinfection et cultivés 48 heures dans du milieu

simple (RPMI), en présence de concanavaline A (ConA) ou en présence d'antigène toxoplasmique (AST).

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SE des concentrations mesurées pour chaque souris.



• La déplétion des lymphocytes T CD8+ s'accompagne d'une production

d'IFNγ retardée au cours de l'infection.

Dans le groupe déplété en lymphocytes T CD8+, l'absence de variation significative de la

concentration d'IFNγ à J7 postinfection paraît surprenante car cette cytokine joue un rôle

protecteur crucial au cours de la toxoplasmose en dehors de la gestation.

Dans notre modèle, la transmission parasitaire débute dès le quatrième jour après l'infection et

augmente régulièrement pour atteindre 60 à 70% d'infection fœtale au septième jour

postinfection (Abou-Bacar et al.). La cinétique de production des cytokines au cours des 7

jours postinfection s'avère informative dans ce contexte (figure 6). L'IFNγ apparaît

précocement dans le sérum, entre le 3ème et le 5ème jour de l'infection, chez les souris vaccinées

et chez les souris traitées avec l'anti-CD4. Chez les souris vaccinées puis traitées avec

l'anticorps anti-CD8, la production d'IFNγ est retardée et n'apparaît qu'entre le 5ème et le 7ème

jour de l'infection alors que des concentrations élevées d'IL10 sont mesurées dès le 3ème jour

et que l'IL4 est déjà mesurable 24 heures après l'infection. Pour ces dosages, les sérums ont

été poolés dans chaque groupe expérimental afin de limiter le volume sanguin prélevé par

animal.

Ces résultats indiquent que l'IL4 pourrait jouer un rôle important et favoriser la transmission

maternofoetale du parasite. Le rôle de l'IFNγ apparaît moins clair car, si la perte de la

protection vaccinale en l’absence de lymphocytes T CD8+ est associée à une production

retardée d'IFNγ au cours de l'infection, les concentrations mesurées à J7 postinfection et la

capacité de production par les splénocytes ne sont pas modifiées.
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Figure 6. Cinétique de production des cytokines dans le sérum entre J1 et J7

postinfection après déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ chez la souris vaccinée.
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Les concentrations utilisées pour les courbes sont mesurées chez les souris de l'expérience 1 à

J1, J3, J5 et J7 postinfection. Les sérums sont poolés dans chaque groupe expérimental.
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• Les lymphocytes T CD4+ sont les principales cellules productrices de cytokines

dans la rate.

Les données obtenues à partir des splénocytes suggèrent que les cytokines sont

majoritairement produites par les lymphocytes T CD4+. En effet, la capacité de production

spécifique d'IFNγ et d'IL10 est réduite de 70% dans le groupe traité avec l'anti-CD4

(respectivement p=0,0117 et p=0,0317) alors qu'elle n'est pas modifiée dans le groupe traité

avec l'anti-CD8 (tableau 12).

Des dosages réalisés après stimulation non spécifique des lymphocytes T par la ConA vont

dans le même sens. La capacité de production des cytokines est réduite de 60% pour l'IFNγ

(p=0,0382), de 82% pour l'IL10 (p=0,0013) et de 86% pour l'IL4 (p<0,0001) dans le groupe

traité avec l'anti-CD4.

4. Neutralisation de l'IFNγ chez la souris vaccinée

Le rôle central de l'IFNγ dans la régulation de la réponse immunitaire anti-toxoplasmique est

bien établi en dehors de la gestation. Son rôle dans la transmission maternofoetale du parasite

est en revanche encore peu connu. Dans notre modèle, la diminution de la transmission

parasitaire chez les souris vaccinées est associée à une production accrue d'IFNγ et la

neutralisation des lymphocytes T CD8+ qui abolit la protection vaccinale s'accompagne d'une

production retardée d'IFNγ. Pour explorer précisément le rôle de cette cytokine dans le

contrôle de la transmission verticale du parasite, l'IFNγ est neutralisé chez la souris vaccinée

en injectant un anticorps monoclonal anti-IFNγ 24 heures avant et 3 jours après l'infection.

L'expérience est répétée 3 fois.
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• La neutralisation de l'IFNγ abolit totalement l'effet protecteur de la vaccination.

Dans chacune des trois expériences, la neutralisation de l'IFNγ abolit totalement l'effet

protecteur de la vaccination. Les résultats sont détaillés dans le tableau 13. Malgré des

effectifs faibles de 3 à 6 souris par groupe, la différence entre les groupes SAG1 et SAG1 +

anti-IFNγ est statistiquement significative chaque expérience (exp. 1 p=0,0209, exp. 2

p=0,0075, exp. 3 p=0,0127).

Ces résultats confirment que l'IFNγ est, tout comme les lymphocytes T CD8+, un effecteur

majeur dans la protection conférée par la vaccination avec SAG1.

• La neutralisation de l'IFNγ est associée à une augmentation du nombre de

parasites circulants.

La vaccination avec SAG1 réduit de 87% le nombre de parasites circulants par rapport aux

témoins non vaccinés (78 ± 22 vs 616 ± 116 parasites/ml, p=0,0002) (tableau 14). La

neutralisation de l'IFNγ chez les animaux vaccinés augmente significativement la parasitémie

maternelle (411 ± 81 parasites/ml, p=0,00013).
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Tableau 13. Transmission maternofoetale du parasite à J7 postinfection après

neutralisation de l'IFNγ chez la souris vaccinée.

Exp. Témoins non vaccinés SAG1 SAG1 + anti-IFNγ

Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés Nb gest. Fœtus infectés

Nb % Nb % Nb %

1 3 8 / 12 67% 4 2 / 11 18% 5 12 / 18 67%

2 4 15 / 27 56% 4 7 / 26 27% 4 18/ 28 64%

3 6 18 / 32 56% 3 5 / 20 25% 6 25 / 40 63%

Total 13 41 / 71 58% 11 14 / 57 25% 15 55 / 86 64%

    p=0,0002a    P<0,0001b

L'analyse statistique est réalisée avec le test de Fisher :

a comparaison avec les témoins non vaccinés

 b comparaison avec le groupe vacciné SAG1
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Tableau 14. Parasitémie maternelle à J7 postinfection après neutralisation de l'IFNγ

chez la souris vaccinée.

La parasitémie est mesurée par amplification du gène B1 en PCR quantitative.

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SE.

a Parasitémie moyenne calculée sur 4 souris (présence d'inhibiteur pour 2 souris).

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student :

b comparaison avec les témoins non vaccinés ;

c comparaison avec le groupe vacciné SAG1.

Exp. Parasitémie (parasites/ml)

Témoins non
vaccinés

SAG1 SAG1 + anti-IFNγ

1 531 ± 295  47 ± 13 295 ± 116

2 504 ± 159 179 ± 81 336 ± 150

3  772 ± 105a   86 ± 44 556 ± 62a

Total 616 ± 116 78 ± 22 411 ± 81
p=0,0002b p=0,0013c
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5. Etude de l'activité cytotoxique des lymphocytes T des souris vaccinées

Les expériences précédentes de transfert adoptif et de neutralisation indiquent que les

lymphocytes T, et plus particulièrement la sous-population CD8+, ainsi que l'IFNγ participent

directement au contrôle de la transmission maternofoetale du parasite chez la souris vaccinée.

Les lymphocytes T CD8+ peuvent agir soit indirectement par le biais de la production de

cytokines soit directement en détruisant les cellules infectées.

Notre étude de l'activité cytotoxique des lymphocytes T de souris vaccinées comprend trois

objectifs : évaluer la cytotoxicité globale des splénocytes, identifier la sous-population

lymphocytaire T CD4+ ou CD8+ responsable de cette activité et explorer le rôle de l'IFNγ

dans ce mécanisme. Pour chaque objectif, l'étude est réalisée successivement sur des

splénocytes de souris vaccinées non infectées puis sur des splénocytes de souris vaccinées et

infectées pour se placer dans les conditions de l'infection congénitale.

L'activité cytotoxique des lymphocytes T est testée vis-à-vis de macrophages péritonéaux

syngéniques préalablement infectés avec des tachyzoïtes de souche RH. Les cellules

effectrices sont constituées de la fraction non adhérente des splénocytes. L'activité

cytotoxique est mesurée après 4 heures de contact entre les cellules effectrices et les

macrophages infectés, par dosage de l'activité βglucuronidase granulaire relarguée par les

cellules effectrices activées dans le surnageant de coculture.

 5.1. Activité cytotoxique globale des lymphocytes T de souris vaccinées

Dans un premier temps, l'activité cytotoxique globale des lymphocytes T est étudiée à partir

de splénocytes de souris vaccinées non infectées, prélevés 20 jours après la dernière

immunisation et stimulés pendant 96 heures avec de l'AST pour les enrichir en cellules

spécifiques. Nous avons ajouté cette étape de restimulation in vitro car le différentiel d'activité

cytotoxique entre les cellules de souris vaccines et non vaccinées n'était pas mesurable
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lorsque la cytotoxicité était mesurée immédiatement après le prélèvement des splénocytes,

probablement en raison d'un nombre de clones spécifiques trop faible dans la rate (données

issues d'essais préliminaires non montrés). Un contrôle est constitué de splénocytes de souris

non vaccinées, cultivés dans les mêmes conditions. Le relarguage basal de βglucuronidase,

non induit par le parasite, est mesuré en utilisant des macrophages non infectés. Les résultats

sont exprimés en pourcentage d'activité enzymatique relarguée par rapport à un témoin positif

constitué de splénocytes additionnés de Triton X-100. L'expérience est répétée trois fois.

• Les splénocytes des souris vaccinées sont cytotoxiques vis-à-vis des macrophages

infectés.

Les résultats sont présentés dans le tableau 15A. L'activité cytotoxique des splénocytes vis-à-

vis de macrophages non infectés est faible (4 à 7%) et comparable dans les groupes contrôles

et vaccinés. La vaccination augmente l'activité cytotoxique des splénocytes de 20% par

rapport aux splénocytes contrôles (p=0,0004). Une activité cytotoxique significative est

toutefois observée avec les splénocytes contrôles. Elle pourrait s'expliquer par une

cytotoxicité non spécifique des 3 à 5% de cellules NK présentes dans la population de cellules

splénocytaires et par la différenciation possible de lymphocytes T cytotoxiques compétents au

cours des 96 heures de stimulation in vitro avec de l'AST.

• L'activité cytotoxique des splénocytes des souris vaccinées s'accompagne d'une

production accrue d'IFNγ pendant le temps de contact avec les macrophages

infectés.

La production d'IFNγ au cours des 4 heures de contact entre les cellules effectrices et les

macrophages infectés est mesurée dans le surnageant de coculture à l'issue du test. Les

splénocytes des souris vaccinées produisent deux fois plus d'IFNγ que les splénocytes
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contrôles (24993 ± 6678 pg/ml contre 11204 ± 1165 pg/ml, p=0,1117, résultat exprimé en

moyenne ± SE de trois réplicats de coculture).

Dans un second temps, l'activité cytotoxique des splénocytes est étudiée dans le modèle

d'infection congénitale, ce qui permet également de s'affranchir de l'étape de stimulation in

vitro qui pourrait modifier les propriétés des lymphocytes T. Les splénocytes sont prélevés à

J7 postinfection et mis en culture dans du RPMI pendant 18 heures pour éliminer les

macrophages adhérents avant d'être testés en cytotoxicité. Les résultats confirment ceux

obtenus précédemment avec les splénocytes des souris vaccinées mais non infectées.

• Les splénocytes des souris vaccinées puis infectées sont cytotoxiques vis-à-vis de

macrophages infectés.

Les splénocytes des souris vaccinées présentent une activité cytotoxique spécifique

significativement plus élevée que les splénocytes des souris non vaccinées (53% contre 44%,

p=0,00190) (tableau 15B). L'activité cytotoxique non induite par le parasite est inférieure à

6%.

• L'activité cytotoxique des splénocytes des souris vaccinées puis infectées est

associée à une augmentation de la concentration d'IFNγ dans l'environnement

des cellules effectrices avant le contact avec les macrophages infectés.

L'IFNγ est dosé dans l'environnement des cellules effectrices pendant les 18 heures de culture

précédant le test. Les quantités d'IFNγ produites durant ces 18 heures s'avèrent 10 fois plus

élevées dans l'environnement des splénocytes de souris vaccinées que dans celui des

splénocytes des souris non vaccinées (488 ± 154 pg/ml contre 49 ± 15 pg/ml, p=0,0470).
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Tableau 15. Activité cytotoxique globale des splénocytes.

Tableau 15A. Après vaccination

Activité βglucuronidase (%)

Splénocytes NV Splénocytes SAG1

Macrophages non infectés 5 ± 1 4 ± 1

Macrophages infectés 64 ± 2 83 ± 2

Activité spécifique 59 ± 2 79 ± 2***

Tableau 15B. Après vaccination et infection

Activité βglucuronidase (%)

Splénocytes NV Splénocytes SAG1

Macrophages non infectés 6 ± 1 5 ± 1

Macrophages infectés 50 ± 2 58 ± 2

Activité spécifique 44 ± 2 53 ± 2*

Les résultats sont la moyenne ± SE de 4 réplicats de coculture de cellules effectrices avec des

macrophages infectés ou non infectés (ratio 10:1). Témoins NV = Témoins non vaccinés.

L'activité cytotoxique spécifique est définie comme la différence d'activité mesurée vis-à-vis

des macrophages infectés et des macrophages non infectés.

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student : ***p<0,001; *p<0,05.
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 5.2. Rôle des sous-populations lymphocytaires CD4+ et CD8+

Pour identifier la sous-population lymphocytaire T responsable de l'activité cytotoxique

mesurée avec les splénocytes totaux, les expériences précédentes sont reproduites en déplétant

les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ in vitro ou in vivo après la vaccination.

• L'activité cytotoxique est médiée par les lymphocytes T CD8+.

Dans un premier temps, les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ sont déplétés in vitro à partir de

splénocytes de souris vaccinées mais non infectées. Les splénocytes sont prélevés 20 jours

après la dernière immunisation avec SAG1 et stimulés in vitro pendant 96 heures avec de

l'AST. Les sous-populations lymphocytaires T CD4+ ou CD8+ sont déplétées juste avant le

test par addition de l'anticorps monoclonal correspondant suivie d'une lyse par du

complément. La déplétion vérifiée en cytométrie en flux et s'avère supérieure à 90% (figure

7). Inversement, la déplétion des lymphocytes T CD4+ enrichit de 47% la sous-population

CD8+ et la déplétion des lymphocytes T CD8+ enrichit de 16% la sous-population CD4+.

La déplétion des lymphocytes T CD8+ réduit de 56% l'activité cytotoxique des splénocytes de

souris vaccinées vis-à-vis des macrophages infectés (p=0,0005) (tableau 16A). Au contraire,

la déplétion de la sous-population lymphocytaire T CD4+ ne modifie pas l'activité

cytotoxique des splénocytes (+4%, p=0,7449). Ces données suggèrent que l'activité

cytotoxique des splénocytes vis-à-vis des macrophages infectés est médiée par la sous-

population lymphocytaire T CD8+ après vaccination avec SAG1.
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Dans un second temps, les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ sont déplétés in vivo chez la souris

vaccinée gestante, avant l'infection, selon le protocole décrit précédemment. Les splénocytes

sont prélevés à J7 postinfection et testés immédiatement après séparation des fractions

adhérentes et non adhérentes. La déplétion des lymphocytes T CD8+ réduit de 73% l’activité

cytotoxique des splénocytes des souris vaccinées (p=0,0003) (tableau 16B). La déplétion des

lymphocytes T CD4+ ne modifie pas l’activité cytotoxique des splénocytes (p=0,3319).

Ces résultats, observés après vaccination et après vaccination puis infection, confirment que,

dans notre modèle, la vaccination avec SAG1 induit une activité effectrice cytotoxique vis-à-

vis des macrophages infectés médiée par la sous-population lymphocytaire T CD8+.
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Figure 7. Quantification des lymphocytes T CD4+ et CD8+ splénocytaires après

déplétion in vitro des sous-populations CD4+ ou CD8+.

        CD4+   CD8+

Les splénocytes sont prélevés 20 jours après la dernière immunisation avec SAG1 et cultivés

96 heures avec 0,1 µg/ml d'AST avant d'être déplétés en lymphocytes T CD4+ ou CD8+. Les

comptages par cytométrie en flux sont réalisés sur 10000 cellules.

      Isotype contrôle

Sans déplétion 31,0%
Déplétion CD4   1,7%
Déplétion CD8 35,7%

Sans déplétion   7,9%
Déplétion CD8   0,5%
Déplétion CD4 11,6%
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Tableau 16. Activité cytotoxique des splénocytes après déplétion des lymphocytes T

CD4+ ou CD8+.

Tableau 16A. Déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ in vitro.

Activité βglucuronidase

Témoins NV
SAG1
Totaux

SAG1
+ anti-CD4

SAG1
+ anti-CD8

Macrophages
non infectés

5 ± 1 4 ± 1 4 ± 1 6 ± 1

Macrophages
infectés

69 ± 4 89 ± 5 92 ± 7 43 ± 5

Activité spécifique 64 ± 4 85 ± 5 88 ± 7 37 ± 5***

Tableau 16B. Déplétion des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ in vivo.

Activité βglucuronidase

Témoins NV SAG1
SAG1

+ anti-CD4
SAG1

+ anti-CD8
Macrophages
non infectés

5 ± 1 4 ± 1 4 ± 1 5 ± 1

Macrophages
infectés

60 ± 8 78 ± 7 89 ± 5 25 ± 1

Activité spécifique 55 ± 8 74 ± 7 85 ± 5 20 ± 1***

Les résultats sont la moyenne ± SE de 4 réplicats de coculture de cellules effectrices avec des

macrophages infectés ou non infectés (ratio 10:1). Témoins NV = Témoins non vaccinés.

L'activité cytotoxique spécifique est définie comme la différence d'activité mesurée vis-à-vis

des macrophages infectés et des macrophages non infectés.

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student par rapport au groupe "SAG1 totaux"

(tableau 16A) et "SAG1" (tableau 16B) : ***p<0,001.
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 5.3. Rôle de l'IFNγ

Dans les expériences précédentes, la cytotoxicité des lymphocytes T de souris vaccinées était

accompagnée d'une augmentation de la concentration d'IFNγ dans l'environnement des

cellules cytotoxiques avant et pendant la lyse des macrophages infectés. Ces résultats

suggèrent que l'IFNγ pourrait participer à l'activation des cellules cytotoxiques dans notre

modèle. Pour explorer cette hypothèse, l'activité cytotoxique des splénocytes est mesurée

après neutralisation de l'IFNγ in vitro et in vivo.

• La neutralisation de l'IFNγ in vitro réduit l'activité cytotoxique des splénocytes de

souris vaccinées

Le rôle de l'IFNγ est d'abord étudié sur les splénocytes de souris vaccinées non infectées.

L'IFNγ est neutralisé dans l'environnement de culture des splénocytes en ajoutant un anticorps

monoclonal anti-IFNγ en excès dans le milieu de culture 30 minutes avant de mesurer

l'activité cytotoxique des cellules.

L'absence d'IFNγ dans le surnageant de coculture est vérifié par ELISA avant le test et à

l'issue des 4 heures de contact entre les cellules effectrices et les macrophages infectés.

L'expérience est répétée deux fois.

Les résultats montrent que la neutralisation de l'IFNγ réduit de 56% l'activité cytotoxique des

splénocytes de souris vaccinées (p=0,0002) (tableau 17A).

• La neutralisation de l'IFNγ in vivo avant l'infection réduit l'activité cytotoxique

des splénocytes de souris vaccinées

Le rôle de l'IFNγ est confirmé in vivo dans notre modèle d'infection congénitale en

neutralisant l'IFNγ 24 heures avant et 3 jours après l'infection selon le protocole
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précédemment décrit. Les splénocytes sont prélevés et analysés à J7 postinfection.

L'expérience est répétée deux fois.

L'activité cytotoxique de la fraction non adhérente des splénocytes est réduite 60% par la

neutralisation de l'IFNγ (p<0,0001) (tableau 17B). L'analyse des cellules par cytométrie en

flux montre que le nombre total des lymphocytes T CD4+ et CD8+ n'est pas modifié par le

traitement avec l'anticorps anti-IFNγ (données non montrées).
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Tableau 17. Activité cytotoxique des splénocytes après neutralisation de l'IFNγ.

Tableau 17A. Neutralisation de l'IFNγ in vitro.

Cellules
Activité βglucuronidase

cibles
Témoins NV SAG1

SAG1
+ anti-IFNγ

Macrophages
non infectés

6 ± 1 4 ± 1 6 ± 1

Macrophages
infectés

84 ± 7 101 ± 6 49 ± 3

Activité spécifique 78 ± 7 97 ± 6 43 ± 3***

Tableau 17B. Neutralisation de l'IFNγ in vivo.

Cellules
Activité βglucuronidase

cibles
Témoins NV SAG1

SAG1
+ anti-IFNγ

Macrophages
non infectés

5 ± 1 4 ± 1 6 ± 1

Macrophages
infectés

79 ± 3 107 ± 5 47 ± 2

Activité spécifique 75 ± 3 103 ± 5 42 ± 2***

Les résultats sont la moyenne ± SE de 4 réplicats de coculture de cellules effectrices avec des

macrophages infectés ou non infectés (ratio 10:1). Témoins NV = Témoins non vaccinés.

L'activité cytotoxique spécifique est définie comme la différence d'activité mesurée vis-à-vis

des macrophages infectés et des macrophages non infectés.

L'analyse statistique est réalisée avec le test t de Student en comparaison avec le groupe

SAG1 : ***p<0,0001.
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V. ACTIVITE TOXOPLASMICIDE DES MACROPHAGES

Les macrophages jouent un rôle important au cours de l'infection toxoplasmique. Ils sont à la

fois des cellules cibles du parasite qui est capable de s'y multiplier et des cellules effectrices

toxoplasmicides lorsqu'ils sont activés.

L'effet de la vaccination sur l'activité toxoplasmicide des macrophages est étudiée in vitro en

mesurant la capacité des macrophages péritonéaux résidents à contrôler la multiplication des

parasites intracellulaires. Les macrophages sont prélevés 7 jours après la dernière

immunisation et sont infectés avec des tachyzoïtes de souche RH pendant 2 heures. Les

parasites extracellulaires sont éliminés par lavage et la culture est prolongée pendant 16

heures supplémentaires. Le pourcentage de macrophages infectés est compté au microscope et

les parasites sont dénombrés par PCR quantitative après les 2 heures initiales et après

l'incubation finale de 18 heures.

• Les macrophages des souris vaccinées contrôlent la réplication des parasites

intracellulaires.

Après 2 heures de contact, le taux d'infection des macrophages est comparable dans les

groupes contrôle et vacciné (80 ± 3% vs 70 ± 3%, p=0,0612). A l'issue des 18 heures

d'incubation, le taux d'infection des macrophages contrôles n'est pas modifié (+ 6%,

p=0,0944). Au contraire, le nombre de macrophages infectés est diminué de 24% dans le

groupe SAG1 (p=0,0014) (figure 8A).

Le dénombrement des parasites par PCR dans les puits de culture à 2 heures et 18 heures est

représenté sur la figure 8B. Après 2 heures d'incubation, le nombre de parasites est

comparable dans les 2 groupes (p=0,3193). Après 18 heures d'incubation, le nombre de

parasites est significativement plus élevé dans les macrophages contrôles que dans les
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macrophages du groupe vacciné (p=0,0010). Le facteur multiplicatif des parasites est de 7,6

dans les macrophages contrôle (p=0,0048 entre 2h et 18h) et de 0,9 dans les macrophages du

groupe vacciné (p=0,5187 entre 2h et 18h). L'observation microscopique confirme que, à 2

heures comme à 18 heures, tous les parasites sont intracellulaires et qu'il n'y a pas de

destruction des macrophages après 18 heures d'incubation.

L'absence de multiplication parasitaire dans les macrophages des souris vaccinées suggère

que ceux-ci sont capables de contrôler la réplication des parasites qui les infectent. La

diminution du nombre de macrophages infectés suggère en plus une activité toxoplasmicide.
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Figure 8. Activité toxoplasmicide des macrophages de souris vaccinées.

Figure 8A. Evolution du nombre de macrophages infectés après 18 heures d'incubation.
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Le pourcentage de macrophages infectés est calculé après 2 heures et après 18 heures

d'incubation par comptage microscopique de 400 macrophages par réplicat. Trois réplicats

sont comptés pour chaque groupe à 2 heures et à 18 heures.

Les résultats présentés sont la moyenne ± SE du différentiel d'infection des macrophages

entre 2 heures et 18 heures (% de macrophages infectés à 18h - % de macrophages infectés à

2h) sur 3 réplicats.

L'analyse statistique est réalisée par le test t de Student : **p<0,001.
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Figure 8B. Dénombrement des parasites dans les cultures de macrophages après 2

heures et 18 heures d'incubation.
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Les parasites sont dénombrés après 2 heures et après 18 heures d'incubation par amplification

du gène SAG2 en PCR quantitative.

Les résultats présentés sont la moyenne ± SE de 3 réplicats.

L'analyse statistique est réalisée par le test t de Student : ***p<0,0001.
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DISCUSSION
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Les objectifs de notre travail étaient d'évaluer les propriétés vaccinales de la protéine de

surface SAG1 de T. gondii dans un modèle de toxoplasmose congénitale chez la souris puis

de caractériser les mécanismes immunologiques humoraux et cellulaires maternels qui sous-

tendent la protection vaccinale.

La protéine SAG1 a été retenue pour ce travail car elle est aujourd'hui bien caractérisée tant

sur le plan structural que sur le plan de son activité immunomodulatrice. SAG1 possède

plusieurs caractéristiques qui en font un candidat vaccin intéressant. C'est la protéine la plus

abondante du parasite (5% des protéines parasitaires) (Kasper et al., 1983) et sa structure est

très conservée entre les différentes souches parasitaires (Windeck et Gross, 1996). Ancrée

sous forme homodimérique à la surface des tachyzoïtes par une ancre GPI (He et al., 2002),

SAG1 est impliquée à la fois dans la reconnaissance et l'attachement du parasite aux cellules

cibles (Robinson et al., 2004), et dans l'activation précoce de la réponse immunitaire (Kasper

et Khan, 1993; Seng et al., 2004). Elle génère une réponse immunitaire intense, à la fois

humorale et cellulaire. Elle induit la production de titres élevés d'anticorps chez l’homme et

est reconnue par 100 % des sérums de sujets séropositifs en phase aiguë ou chronique de

l'infection (Potasman et al., 1986). Des lymphocytes prélevés chez des sujets séropositifs et

stimulés in vitro avec SAG1 produisent des titres élevés d'IFNγ (Khan et al., 1988).

Expérimentalement, des splénocytes de souris immunisées par SAG1 sont capables de lyser

des tachyzoïtes extracellulaires (Khan et al., 1988) ainsi que des macrophages infectés

(Kasper et al., 1992) et cet effet cytotoxique est médié par des lymphocytes T CD8+

spécifiques. Ces observations sont intéressantes dans la mesure où il est admis que l'immunité

protectrice vis à vis de T. gondii passe par une production d'IFNγ (Suzuki et al., 1988) et par

les effecteurs cellulaires macrophagiques et lymphocytaires T CD8+ (Gazzinelli et al., 1993;

Hunter et al., 1996).
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Plusieurs études de vaccination avec la protéine SAG1 couplée à des adjuvants Th1

inducteurs (Bonenfant et al., 2001; Bulow et Boothroyd, 1991; Debard et al., 1996; Khan et

al., 1991; Letscher-Bru et al., 1998) ou plus récemment des vaccins ADN incluant le gène

SAG1 (Angus et al., 2000; Chen et al., 2002; Couper et al., 2003; Nielsen et al., 1999) ont

démontré leur efficacité dans des modèles de toxoplasmose aiguë en dehors de la gestation.

En revanche, les études de vaccination dans des modèles de toxoplasmose congénitale sont

rares car elles sont délicates à mettre en œuvre et se heurtent à la difficulté d'établir des

modèles animaux comparables à l'infection humaine et au manque de connaissance des

mécanismes qui contrôlent le passage transplacentaire du parasite.

Dans notre modèle, les souris sont vaccinées selon un protocole court sur deux semaines avec

la protéine seule sans adjuvant, et infectées quatre semaines après la dernière immunisation.

Nous avons choisi un modèle d'infection orale par des kystes de la souche de type II ME49,

d'une part pour mimer le principal mode de contamination humaine, et d'autre part parce que

les souches de type II sont les plus fréquemment impliquées dans les infections congénitales

chez l'homme (Ajzenberg et al., 2002). Nous avons retenu une date d'infection au deuxième

tiers de la gestation, selon le modèle proposé par Roberts et Alexander (Roberts et Alexander,

1992), qui se traduit par un pourcentage élevé de fœtus infectés sans avortements ni mortalité

maternelle. Les fœtus et les placentas sont prélevés in utero le dernier jour de la gestation,

juste avant la mise bas, ce qui empêche d'évaluer la mortalité in utero et la gravité clinique de

l'atteinte fœtale mais permet d'éviter des biais difficiles à maîtriser, la transmission du parasite

par l'allaitement après la mise bas habituellement nocturne et la mortalité néonatale liée au

transfert de la portée chez une mère adoptive allaitante (Eichenwald, 1948).
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Immunogénicité et protection chez les souris BALB/c et CBA/J vaccinées avec SAG1

Dans cette première partie de notre travail, nous avons caractérisé la réponse immunitaire

induite par la vaccination avec SAG1 chez la souris non gestante non infectée et évalué la

protection vaccinale dans un modèle de toxoplasmose congénitale en utilisant deux souches

de souris ayant des fonds génétiques différents, la souris BALB/c (H2d) et la souris CBA/J

(H2k).

L'influence du fond génétique sur la réponse immunitaire et sur la susceptibilité aux infections

est bien établie dans de nombreux modèles. Chez la souris, la présence de certains gènes des

régions H-2 du CMH modifie la réponse immunitaire et la résistance à l'infection

toxoplasmique (Blackwell et al., 1993; Suzuki et al., 1991; Williams et al., 1978). Les souris

BALB/c (H2d) sont résistantes à l'infection en phase aiguë et chronique alors que les souris

CBA/J (H2k) sont résistantes en phase aiguë mais sensibles en phase chronique de l'infection.

Ces deux souches de souris présentent également une susceptibilité différente à l'infection

congénitale. Chez la souris BALB/c, une primoinfection toxoplasmique induit une réponse

immunitaire protectrice qui bloque complètement la transmission du parasite aux fœtus en cas

de réinfection pendant la gestation (Abou-Bacar et al., 2004; Roberts et Alexander, 1992). Au

contraire, chez la souris CBA/J, la primoinfection ne confère aucune protection et la

transmission maternofoetale du parasite se reproduit lors de chaque réinfection (données

personnelles). Ces données de transmission parasitaire dans un contexte de réinfection ont été

préalablement vérifiées dans nos conditions expérimentales avant de débuter les protocoles de

vaccination (données non montrées).
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Les résultats de cette première partie de notre travail montrent que la vaccination avec une

très faible quantité (4 x 1 µg) de protéine SAG1 recombinante réduit de plus de 50% la

transmission maternofoetale de T. gondii lors d'une primoinfection chez la souris BALB/c

gestante. Au contraire chez la souris CBA/J le passage transplacentaire du parasite est facilité

et augmente de plus de 50%. Plusieurs études déjà anciennes avaient démontré une protection

partielle avec les souches mutées de toxoplasme vivant ts4 (McLeod et al., 1988) et S48

(Buxton et al., 1991) ou des mélanges antigéniques complexes combinés à des véhicules

lipidiques (Roberts et al., 1994) ou liposomaux (Elsaid et al., 2001). Seules deux études

récentes ont évalué à ce jour la protéine SAG1, l'une sous forme de protéine recombinante

(Haumont et al., 2000), l'autre sous forme de plasmide (Couper et al., 2003). Les résultats

apparaissent contradictoires. Haumont et al. ont obtenu une protection partielle chez le cobaye

immunisé avec une protéine SAG1 recombinante associée à un adjuvant Th1. Dans le groupe

vacciné, l'incidence de l'infection chez les nouveau-nés vivants était significativement réduite

(34% contre 83% dans le groupe contrôle) et 31% des portées étaient totalement exemptes

d'infection contre 0% dans le groupe contrôle (Haumont et al., 2000). La protéine SAG1 seule

sans adjuvant n'a pas été évaluée dans cette étude. Au contraire, Couper et al. n'ont observé

aucune modification du nombre de nouveau-nés vivants infectés chez la souris BALB/c

immunisée avec un plasmide contenant le gène SAG1 (Couper et al., 2003). La vaccination

induisait des titres élevés en IgG2a et en IgG1 spécifiques sans production mesurable de

cytokines chez la souris non gestante et non infectée. La réponse immunitaire maternelle n'a

pas été évaluée après l'infection.

Dans notre modèle BALB/c, la baisse de la transmission maternofoetale du parasite chez les

souris vaccinées est associée à une stimulation mixte de la réponse immunitaire maternelle, à

la fois Th1 (IFNγ augmenté, production d'IgG2a) et Th2 (IL10 augmentée, production
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massive d'IgG1). Au contraire, dans le modèle CBA/J, l'augmentation de la transmission

verticale du parasite chez les animaux vaccinés est associée à une réponse maternelle

uniquement Th2. Ces profils de réponse immunitaire après infection sont superposables, bien

qu'amplifiés, à ceux observés chez les souris vaccinées non gestantes non infectées. Après

immunisation, les souris BALB/c présentent une réponse immunitaire mixte, avec des

quantités élevées d'IgG1, de faibles quantités d'IgG2a et une augmentation de la capacité de

production de l'IFNγ. Les souris CBA/J vaccinées présentent au contraire une réponse

immunitaire exclusivement Th2 avec une production d'IgG1 sans IgG2a et une baisse de la

capacité de production d'IL2 et d'IFNγ.

Le rôle majeur de la réponse Th1 est largement démontré dans la toxoplasmose acquise en

dehors de la gestation. Dans ce contexte, les cytokines Th1, IFNγ et IL2, ont un effet

protecteur via l'activation de l'immunité cellulaire et des macrophages (Sharma et al., 1985;

Suzuki et al., 1988) alors qu'une production excessive de cytokines Th2, IL4 ou IL10, est

délétère (Gazzinelli et al., 1992; Villard et al., 1995). Les données établies en dehors de la

gestation doivent cependant être extrapolées avec prudence aux modèles congénitaux car la

gestation modifie la balance naturelle entre les réponses immunitaires Th1 et Th2 en générant

un environnement Th2 indispensable à son maintien (Lin et al., 1993; Ng et al., 2002).

Nos résultats vont dans le sens d'un effet vaccinal protecteur lié à une réponse Th1 car l'effet

délétère de la vaccination chez la souris CBA/J est associé à une stimulation isolée de la

réponse Th2 alors que la protection partielle obtenue dans le modèle BALB/c associe une

stimulation de la composante Th1. Comme Roberts et al. (Roberts et al., 1994), nous avons

observé une augmentation de la production d'IFNγ associée à une baisse de la transmission

maternofoetale du parasite. Le rôle de l'IFNγ paraît ambivalent au cours d'une infection

toxoplasmique pendant la gestation. Abou-Bacar a récemment démontré chez la souris
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BALB/c infectée au douzième jour de gestation que l'IFNγ facilite le passage transplacentaire

du parasite au cours d'une primoinfection et, au contraire, est protecteur au cours d'une

réinfection (Abou-Bacar et al., 2004). L'exploration plus précise du rôle de l'IFNγ dans notre

modèle vaccinal et les résultats seront discutés plus loin.

La transmission verticale du parasite pourrait également être partiellement sous la dépendance

de l'IL4 comme le suggère la baisse de la transmission du parasite aux fœtus chez les souris

BALB/c IL4-/- par rapport aux animaux IL4+/+ (Thouvenin et al., 1997). Nos résultats vont

dans le même sens, l'augmentation du passage transplacentaire du parasite chez la souris

CBA/J vaccinée étant associée à une forte augmentation de l'IL4 sérique.

Le rôle de l'IL10 apparaît moins clair. Dans notre modèle, nous avons observé une

augmentation de la production d'IL10 aussi bien chez les souris CBA/J que BALB/c

vaccinées. Cette cytokine est abondamment produite à l'interface fœto-maternel sous l'action

de la progestérone et est strictement indispensable au maintien de la gestation (Chaouat et al.,

1995; Saito, 2000). Une production importante d'IL10 est théoriquement défavorable au cours

de la toxoplasmose car cette cytokine régule négativement la réponse Th1 et bloque l'acticité

toxoplasmicide des macrophages infectés (Gazzinelli et al., 1992). Au cours de la gestation,

l'IL10 pourrait être responsable de l'augmentation de la susceptibilité maternelle à l'infection

toxoplasmique (Thouvenin et al., 1997). En revanche, son rôle dans le contrôle de la

transmission maternofoetale du toxoplasme n'est pas connu. Chez la souris BALB/c IL4 -/-, le

passage transplacentaire du parasite est diminué par rapport aux animaux IL4+/+ malgré des

concentrations plus élevées d'IL10 (Thouvenin et al., 1997). Dans notre modèle BALB/c,

l'IL10 est également augmentée dans le groupe vacciné. Outre ses fonctions de maintien de la

gestation, l'IL10 pourrait exercer une action bénéfique dans ce contexte, en stimulant
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localement l'activité cytotoxique des cellules NK placentaires (Vigano et al., 2001) ou, par

son activité anti-inflammatoire, en diminuant l'adhésion des cellules infectées aux cellules

trophoblastiques par le biais d'une réduction de l'expression des molécules d'adhésion à la

surface des cellules trophoblastiques, comme cela a été décrit pour Plasmodium sp. (Maubert

et al., 1997).

Dans nos deux modèles, BALB/c et CBA/J, la vaccination par SAG1 induit une production

importante d'anticorps spécifiques. Comme déjà décrit (Haumont et al., 2000; Letscher-Bru et

al., 1998; Petersen et al., 1998), la protéine utilisée sans adjuvant induit majoritairement des

IgG1 et l'infection ne modifie pas ce profil. Nous avons cependant mesuré une production

d'IgG2a après l'infection chez la souris BALB/c mais pas chez la souris CBA/J. Le rôle des

anticorps induits par la vaccination n'est pas clair. La plupart des études de vaccination avec

SAG1 en dehors de la gestation ont mesuré des IgG spécifiques totales et n'ont retrouvé

aucune relation entre le titre des anticorps et l'efficacité vaccinale (Bulow et Boothroyd, 1991;

Haumont et al., 2000; Khan et al., 1991). Ces observations n'excluent pas un rôle des

anticorps lors d'une infection survenant pendant la gestation car la contamination fœtale se

produit directement à partir des parasites circulants dans le sang maternel pendant la phase

parasitémique. Nous avons observé une diminution d'environ 80% du nombre de parasites

circulants dans le sang maternel chez les souris BALB/c vaccinées. Bien que le parasite

semble circuler dans le sang sous forme intraleucocytaire, associé aux cellules dendritiques,

les anticorps pourraient en accélérer la clairance et réduire ainsi le nombre de parasites

arrivant au placenta.

Nous avons poursuivi notre travail dans le modèle BALB/c exclusivement, celui-ci s'avérant

plus proche de l'infection humaine que le modèle CBA/J dans la mesure où une
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primoinfection contractée avant la gestation induit une immunité protectrice en cas de

réinfection pendant la gestation. Nous avons successivement exploré le rôle de l'immunité

humorale et de l'immunité cellulaire dans la protection vaccinale obtenue avec la protéine

SAG1 dans ce modèle.

Rôle de l'immunité humorale dans la protection vaccinale conférée par la protéine

SAG1

Le rôle des anticorps au cours de la toxoplasmose est mal élucidé et reste controversé car il est

classiquement admis que, même si l'infection induit une intense production d'anticorps,

l'effecteur majeur de la réponse protectrice est l'immunité cellulaire en raison du caractère

intracellulaire obligatoire de T. gondii.

Pour explorer le rôle de l'immunité humorale dans la protection vaccinale observée avec

SAG1 chez la souris BALB/c, nous avons dans un premier temps réalisé des transferts passifs

d'anticorps polyclonaux et monoclonaux anti-SAG1 avant l'infection.

Dans la littérature, les études de transfert passif d'anticorps sont pour la plupart anciennes et

leurs résultats contradictoires. Les premiers travaux utilisant du sérum d'animaux infectés

n'ont mis en évidence aucun effet protecteur (Foster et McCulloch, 1968; Krahenbuhl et al.,

1972; Nakayama, 1965). Plus tard, Pavia a cependant observé une diminution significative de

la charge parasitaire dans les organes et de la mortalité en transférant du sérum immun à des

cobayes concomitamment à l'infection (Pavia, 1986; Pavia et al., 1992). Dans ce modèle, les

animaux donneurs étaient eux-mêmes résistants à une réinfection, ce qui suggère la présence

possible d'anticorps protecteurs dans leur sérum. Une protection significative en termes de

survie et de charge parasitaire dans les organes a également été obtenue avec des anticorps
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monoclonaux reconnaissant des protéines de surface de poids moléculaire 14 et 35 kDa

(Johnson et al., 1983) et plus récemment avec un anticorps monoclonal anti-SAG1 (Cha et al.,

2001). Des discordances d'effet entre les anticorps monoclonaux et le sérum ont été observées

pour d'autres pathogènes intracellulaires, notamment Mycobacterium tuberculosis

(Teitelbaum et al., 1998), Listeria monocytogenes (Edelson et al., 1999) ou Histoplasma

capsulatum (Nosanchuk et al., 2003). Elles pourraient être liées à l'hétérogénéité quantitative

et qualitative des anticorps présents dans le sérum immun car celui-ci contient un panel

d'anticorps de différentes spécificités, de différents isotypes et de différentes affinités, parmi

lesquels peuvent coexister des anticorps protecteurs et facilitants. Plus récemment, des études

utilisant des souris génétiquement déficientes en lymphocytes B ont confirmé le rôle de

l'immunité humorale (Chen et al., 2003; Kang et al., 2000; Sayles et al., 2000). Ces souris se

sont avérées plus sensibles à l'infection aiguë que les souches sauvages correspondantes

malgré une production normale d'IFNγ et la présence de lymphocytes T CD8+ (Kang et al.,

2000). La résistance à l'infection était restaurée par le transfert de lymphocytes B sensibilisés

(Chen et al., 2003) et par le transfert d'anticorps spécifiques (Kang et al., 2000).

Dans notre modèle, le transfert passif des anticorps anti-SAG1 polyclonaux et monoclonaux,

mais aussi celui des anticorps contrôles, réduit significativement la transmission parasitaire,

de 28% à 59% selon les groupes, par rapport au groupe témoin non transféré. L'effet

protecteur des anticorps apparaît donc partiellement non spécifique. Bien que la différence

entre l'effet des anticorps spécifiques et contrôles ne soit pas statistiquement significative, la

baisse de la transmission parasitaire est toujours plus importante avec les anticorps anti-

SAG1. Parallèlement, la baisse de la transmission parasitaire est associée à une diminution

significative de la parasitémie avec les anticorps contrôles et à une parasitémie indétectable

avec les anticorps anti-SAG1. L'action protectrice des anticorps pourrait donc passer par une
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diminution du nombre de parasites atteignant le placenta, l'infection placentaire étant le

prérequis indispensable à l'infection foetale. Dans notre modèle, tous les placentas étaient

infectés dans tous les groupes, mais l'infection placentaire et l'infection fœtale ont été évaluées

par une technique de subinoculation qui ne permet pas de quantifier la charge parasitaire.

L'effet protecteur non spécifique que nous avons observé s'est avéré reproductible tant pour

les anticorps polyclonaux que pour les anticorps monoclonaux ce qui suggère qu'il ne s'agit

pas d'un biais lié à une spécificité particulière des anticorps contrôles. Le chauffage du sérum

contenant les anticorps polyclonaux contrôles pendant 30 minutes à 56°C ne modifie pas son

activité ce qui élimine un rôle du complément. Cette protection non spécifique n'a été décrite

dans aucune des études de la littérature bien que toutes aient inclus des groupes contrôles

transférés avec des anticorps non spécifiques. Ces études ont toutefois, pour la plupart, évalué

l'impact des anticorps dans des modèles de survie après infection avec des souches hautement

virulentes ou avec un inoculum massif, alors que nous avons évalué le rôle des anticorps dans

le contrôle du passage transplacentaire du parasite après infection orale avec un inoculum non

létal. Il s'agit donc d'un modèle différent, tant sur le plan de la charge parasitaire administrée

que sur le plan de la physiopathologie de l'infection évaluée.

Nous avons réalisé parallèlement des transferts passifs avec des isotypes IgG1 et IgG2a anti-

SAG1 car la vaccination induit des titres élevés d'IgG1 et des titres faibles d'IgG2a. Les IgG1

monoclonales anti-SAG1 et les IgG polyclonales anti-SAG1 qui contiennent essentiellement

des IgG1 s'avèrent significativement plus efficaces que les IgG2a et permettent d'obtenir un

degré de protection proche de celui obtenu avec la vaccination. La différence d'efficacité entre

les IgG1 et les IgG2a anti-SAG1 pourrait s'expliquer par une fixation sur des récepteurs FcγR

différents, par des différences d'affinité pour le parasite ou par la nature de l'épitope reconnu
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par l'IgG2a monoclonale que nous avons utilisée. Chez la souris comme chez l'homme, il

existe trois types de récepteurs pour le fragment Fc des IgG dont les ligands et la répartition

cellulaire diffèrent (Pleass et Woof, 2001). FcγRI n'est exprimé que sur les

monocytes/macrophages et sur les polynucléaires neutrophiles activés par l'IFNγ, FcγRII est

présent sur les monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, les

plaquettes et les lymphocytes B, FcγRIII est encore plus largement distribué, sur les

macrophages, les polynucléaires et les cellules NK. Ces récepteurs sont également présents à

la surface de cellules non immunitaires. Leurs spécificités de ligands sont encore mal connues

et pourraient expliquer les différences d'activité des différents isotypes. Des différences

d'efficacité d'isotypes différents dirigés contre un même épitope ont également été mises en

évidence pour d'autres microorganismes comme Plasmodium falciparum (Ferreira et al.,

1998) ou Cryptococcus neoformans (Yuan et al., 1998) mais le mécanisme précis de ces

différences d'activité n'est pas connu.

Chez l'homme, l'infection du placenta puis du fœtus par les tachyzoïtes se produit pendant la

phase de parasitémie maternelle. Durant cette phase, les parasites sont des cibles possibles

pour les anticorps présents dans le sang maternel. La phase parasitémique est précoce et

transitoire. Elle débute dès les premières heures ou les premiers jours après la contamination

et dure en moyenne 10 à 15 jours. Lors d'une primoinfection, les anticorps n'apparaissent

progressivement qu'à la fin de la phase parasitémique ce qui limite leur rôle dans le contrôle

de l'infection transplacentaire. Au contraire, lors d'une réinfection ou après une vaccination, la

réponse secondaire se met en place en quelques jours. Des quantités massives d'IgG sont

produites rapidement et peuvent alors participer au contrôle des parasites circulants.
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Les mécanismes d'action des anticorps sont multiples et diffèrent selon la localisation intra-

ou extracellulaire des parasites. D'une manière générale, les anticorps agissent principalement

sur les microorganismes extracellulaires en augmentant leur phagocytose par les macrophages

et les polynucléaires, en activant la voie classique lytique du complément, en neutralisant

diverses fonctions du pathogène telles que sa multiplication, l'attachement ou l'envahissement

cellulaire, ou en neutralisant des produits excrétés tels que des toxines. Les anticorps sont

également capables d'agir indirectement sur les microorganismes intracellulaires en

permettant la destruction des cellules infectées par les macrophages et les cellules NK via un

mécanisme cytotoxique de type ADCC, en activant les fonctions microbicides des cellules, en

modulant la production de cytokines ou de chémokines proinflammatoires par les cellules sur

lesquelles ils se fixent (Casadevall, 1998; Casadevall et Pirofski, 2004) ou en favorisant la

mise en place précoce d'une réponse Th1 via la fixation des complexes immuns sur les FcR

des cellules phagocytaires présentatrices d'antigène (Igietseme et al., 2004; Moore et al.,

2003). Certains de ces mécanismes ont été décrits pour T. gondii (Erbe et al., 1991; Joiner et

al., 1990; Kang et al., 2000; Nakao et Konishi, 1991; Wilson et al., 1980). Enfin, récemment,

il a été suggéré dans un modèle d'infection à Listeria monocytogenes que les anticorps

pourraient entrer dans les cellules infectées par un mécanisme d'endocytose indépendant des

récepteurs pour le Fc et permettre à la cellule infectée de détruire la bactérie (Edelson et

Unanue, 2001).

Nous avons étudié et mis en évidence in vitro trois mécanismes d'action des anticorps sur les

parasites extracellulaires.

L'opsonisation des parasites par les IgG2a anti-SAG1, mais non par les IgG1 anti-SAG1 ou

les anticorps contrôles, entraîne leur lyse par activation de la voie classique du complément.

La lyse des parasites extracellulaires par le complément est connue depuis longtemps
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(Schreiber et Feldman, 1980). Ce mécanisme est dépendant de l'isotype de

l'immunoglobuline. Chez la souris, seuls les isotypes IgG2 et IgG3 activent la voie classique

(Schreiber et Feldman, 1980). Le sérum de souris vaccinées qui contient presque

exclusivement des IgG1 n'induit pas de lyse des parasites ce qui suggère que ce mécanisme

d'action est mineur dans la protection vaccinale observée dans notre modèle. Ceci n'exclut pas

d'autres mécanismes d'action du complément que nous n'avons pas explorés, tels que ceux

médiés par l'activation de la voie alterne du complément. Les anticorps contrôles n'ont

démontré aucun effet dans ce mécanisme qui passe par le pontage entre le microorganisme

fixé par le fragment Fab et le complément fixé par le fragment Fc de l'IgG.

Le second mécanisme que nous avons mis en évidence est une augmentation de la

phagocytose des parasites par les macrophages après opsonisation par les anticorps anti-SAG1

polyclonaux ou monoclonaux. Les IgG1 sont significativement plus efficaces que les IgG2a

mais comme pour les expériences de transfert passif, cette différence est difficile à interpréter

car elle peut être liée à l'IgG2a monoclonale choisie, et notamment à son affinité pour SAG1.

Les anticorps contrôles ne présentent aucune activité opsono-phagocytaire.

La phagocytose est délicate à mesurer car l'internalisation des parasites résulte de deux

mécanismes différents, la phagocytose et l'entrée active du parasite. La part respective des

deux mécanismes varie selon la nature et le degré d'activation des cellules utilisées. Des

travaux antérieurs ont montré que les monocytes humains non activés (Erbe et al., 1991;

Wilson et Remington, 1979) ainsi que les macrophages activés de souris (Remington et al.,

1972) sont spontanément capables de phagocyter directement les parasites en l'absence

d'anticorps spécifiques et, en fonction des modèles expérimentaux, de bloquer leur réplication

ou de les détruire. Pour ces cellules, l'opsonisation augmente l'efficacité de la phagocytose

sans toutefois augmenter l'activité toxoplasmicide de la cellule (Erbe et al., 1991; Fadul et al.,
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1995). Au contraire, les parasites pénètrent activement dans les polynucléaires neutrophiles

(Nakao et Konishi, 1991) et macrophages non activés humains (Anderson et Remington,

1974) ou murins (Remington et al., 1972) et s'y multiplient. L'opsonisation préalable des

parasites redirige leur internalisation vers un mécanisme de phagocytose médiée par le

récepteur FcR et suivi d'une destruction (Anderson et al., 1976; Hauser et Remington, 1981)

par activation du métabolisme oxydatif des cellules (Wilson et al., 1980) ou par fusion entre

la vacuole parasitophore qui protège le parasite intracellulaire et les lysosomes (Joiner et al.,

1990; Nakao et Konishi, 1991).

Nous avons travaillé avec des macrophages non activés donc permissifs à l'invasion

parasitaire et, au contraire des travaux précédents, nous n'avons pas pu évaluer l'effet des

anticorps anti-SAG1 sur la phagocytose des parasites vivants. En effet, des essais préalables

avaient montré que l'opsonisation des tachyzoïtes vivants réduisait le nombre de parasites

intra-macrophagiques (données non montrées). Ce phénomène pourrait être lié à la

permissivité des macrophages utilisés, pour lesquels l'entrée active prédomine largement sur

la phagocytose qui devient alors non évaluable en microscopie. Toutefois dans la mesure où

plusieurs travaux de la littérature ont observé une augmentation de la phagocytose avec des

sérums immuns contenant un panel d'anticorps dirigés contre différents antigènes parasitaires,

l'effet d'inhibition que nous avons observé paraît plus probablement lié à la spécificité anti-

SAG1 des anticorps testés. Un effet similaire déjà été rapporté avec des anticorps

monoclonaux anti-SAG1 (Cha et al., 2001; Lee et al., 2001). La protéine SAG1 étant

directement impliquée dans l'invasion cellulaire, l'effet d'inhibition observé avec les anticorps

anti-SAG1 résulterait alors d'une action sur l'entrée active du parasite et non sur la

phagocytose (Grimwood et Smith, 1996). Nos résultats, bien qu'obtenus avec des tachyzoïtes

inactivés, confirment que les anticorps anti-SAG1 sont capables de faciliter la phagocytose

par opsonisation. L'absence de phagocytose mesurable in vitro sur des parasites vivants
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n'exclut pas un rôle de la phagocytose in vivo car, chez la souris vaccinée, l'IFNγ produit dans

les premiers jours de l'infection pourrait activer les cellules phagocytaires, diminuer leur

permissivité au parasite et restaurer leurs fonctions phagocytaires.

Le troisième mécanisme que nous avons mis en évidence est une activité neutralisante des

anticorps anti-SAG1 sur l'entrée active des tachyzoïtes dans les cellules trophoblastiques

humaines BeWo. Un effet neutralisant partiel, de l'ordre de 50%, avait déjà été démontré avec

des anticorps anti-SAG1 sur plusieurs autres lignées cellulaires (Grimwood et Smith, 1996;

Petersen et al., 1998), notamment sur des entérocytes qui sont la première ligne cellulaire

envahie par le parasite après une infection orale (Mineo et al., 1993). Dans le cas de

l'infection congénitale, les parasites doivent franchir les cellules placentaires avant d'atteindre

le fœtus. Nous avons donc évalué l'action des anticorps sur l'invasion des cellules de la lignée

trophoblastique BeWo par le parasite. Le blocage de l'invasion des cellules BeWo atteint 86%

avec les anticorps polyclonaux anti-SAG1, 79% pour les IgG1 et 75% pour les IgG2a

monoclonales anti-SAG1.

Le blocage de l'entrée du parasite dans les cellules placentaires pourrait être un mécanisme

important de la protection vaccinale car l'envahissement des cellules placentaires se fait à

partir des tachyzoïtes circulants dans le sang maternel et précède l'infection fœtale. Les

tachyzoïtes extracellulaires pénètrent dans les cellules en moins d'une minute (Morisaki et al.,

1995). La protéine SAG1 est clairement impliquée dans le processus d'invasion comme le

démontrent les études d'inhibition en préincubant les parasites avec des anticorps anti-SAG1

(Grimwood et Smith, 1996; Mineo et al., 1993; Petersen et al., 1998) ou en préincubant les

cellules avec de la protéine SAG1 libre (Velge-Roussel et al., 2001). Le mécanisme d'action

précis de SAG1 n'est cependant pas clairement élucidé. Récemment Robinson et al. ont
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montré que SAG1 permettrait l'attachement du parasite sur la cellule cible par liaison à la

glucosamine (Robinson et al., 2004).

Le blocage de l'invasion cellulaire par les anticorps anti-SAG1 n'est jamais complet ce qui

suggère que d'autres mécanismes existent, indépendants de SAG1. L'utilisation de parasites

mutants nuls SAG1-/- confirme que l'invasion cellulaire est toujours possible, bien que réduite

de 40% environ par rapport à la souche sauvage SAG1+/+ (Mineo et Kasper, 1994). Les

protéines SAG2 et SAG3 pourraient être impliquées (Grimwood et Smith, 1996; Jacquet et

al., 2001), ainsi que des protéines de surface SRS. Velge-Roussel et al. ont montré que

l'invasion de différentes lignées cellulaires était partiellement inhibée par l'incubation

préalable des parasites avec des anticorps dirigés contre un peptide de 41 acides aminés

correspondants aux résidus 125 à 165 de SAG1 (Velge-Roussel et al., 2001). Cette séquence

peptidique est hautement conservée parmi la superfamille des protéines de surface SRS ce qui

suggèrent que ces protéines pourraient, comme SAG1, contribuer à l'invasion cellulaire.

L'effet neutralisant que nous avons observé avec les cellules BeWo s'avère partiellement non

spécifique, comme lors des expériences de transfert passif d'anticorps chez la souris. In vitro,

les anticorps contrôles réduisent significativement l'invasion cellulaire par rapport au témoin

sans anticorps, avec un blocage moyen de 39% pour les anticorps polyclonaux, de 59% pour

les IgG1 et de 46% pour les IgG2a monoclonales. Ce blocage non spécifique est néanmoins

toujours significativement plus faible que celui observé avec les anticorps anti-SAG1.

Les trophoblastes étant capables de phagocytose, cet effet pourrait résulter d'une inhibition de

la phagocytose par recouvrement des parasites par les anticorps. Cette hypothèse semble

improbable car dans nos conditions expérimentales, les cellules BeWo n'ont démontré aucune

capacité de phagocytose ou d'opsono-phagocytose sur des parasites inactivés (données non
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montrées). La diminution du nombre de parasites intracellulaires observé en présence des

anticorps résulte donc bien d'un blocage de l'entrée active des parasites.

Vercammen et al. ont également observé une activité neutralisante non spécifique sur des

cellules Vero et sur des macrophages murins en primoculture (Vercammen et al., 1999) et ont

émis l'hypothèse que cet effet était médié par la fixation des anticorps non spécifiques sur les

récepteurs pour le Fc des immunoglobulines présents à la surface des parasites (Budzko et al.,

1989; Vercammen et al., 1998). Des récepteurs fixant le Fc des IgG et/ou des IgM ont été

identifiés à la surface de nombreux parasites (Pleass et Woof, 2001). Leur rôle n'est pas

clairement élucidé car la fixation des immunoglobulines de l'hôte à la surface des parasites

peut être favorable pour le parasite comme pour l'hôte. Cette fixation peut favoriser

l'infectivité des parasites intracellulaires ou leur échappement à la réponse immunitaire de

l'hôte comme cela a été décrit pour les trypanosomes (Rodriguez et al., 1991). Inversement,

elle peut également favoriser la réponse de l'hôte en neutralisant certaines fonctions

parasitaires comme cela a été décrit par Vercammen pour le toxoplasme (Vercammen et al.,

1999).

La fixation des anticorps non spécifiques à la surface des parasites sur les récepteurs pour le

Fc des IgG semble être à l'origine de l'activité non spécifique que nous avons observée car le

clivage du fragment Fc annule complètement l'activité neutralisante des anticorps contrôles

alors qu'il est sans effet sur l'activité des anticorps anti-SAG1. Le mécanisme précis par lequel

la fixation des anticorps non spécifiques sur le parasite limite l'invasion cellulaire n'a pas été

exploré dans ce travail. Il pourrait toutefois s'agir d'un phénomène d'encombrement stérique

ou de masquage des sites de fixation du parasite aux cellules cibles.
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Rôle de l'immunité cellulaire dans la protection vaccinale conférée par la protéine SAG1

Le rôle protecteur de l'immunité cellulaire lors d'une infection toxoplasmique acquise en

dehors de la gestation est bien établi (Denkers, 1999). La réponse protectrice Th1 résulte

d'une synergie entre les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Gazzinelli et al., 1992; Gazzinelli et

al., 1991; Suzuki et Remington, 1988). Chez la souris, les effecteurs majeurs de cette réponse

sont les lymphocytes T CD8+ et l'IFNγ (Parker et al., 1991; Suzuki et al., 1988).

Dans cette partie de notre travail nous avons exploré le rôle de l'immunité cellulaire

spécifique dans la protection vaccinale conférée par SAG1. Nous avons plus précisément

étudié le rôle des lymphocytes T et des sous-populations CD4+ et CD8+ ainsi que de l'IFNγ,

d'abord in vivo par des expériences de transfert adoptif et de déplétion/neutralisation chez la

souris gestante, puis in vitro en étudiant les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T.

Le transfert adoptif de splénocytes de souris vaccinées avec SAG1 confère une protection

partielle en diminuant de 37% le nombre de fœtus infectés par rapport au groupe contrôle

traité avec des splénocytes de souris non vaccinées, ce qui suggère que l'immunité vaccinale

est transférable par les lymphocytes T. La protection n'est toutefois pas statistiquement

significative, peut-être en raison du petit nombre de fœtus analysés (33 fœtus dans le groupe

transféré avec les splénocytes de souris vaccinées et 42 fœtus dans le groupe transféré avec les

splénocytes de souris non vaccinées), d'un nombre de lymphocytes T spécifiques transférés

trop faible ou prélevés à un moment inapproprié par rapport à la vaccination. Lepage et al. ont

démontré que, dans le cas des lymphocytes intra-épithéliaux isolés de l'intestin de souris

infectées par voie orale avec des kystes de T. gondii, l'activité protectrice des lymphocytes
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transférés variait non seulement par rapport à la date de l'infection des souris donneuses mais

aussi selon le fond génétique et la susceptibilité à l'infection des souris (Lepage et al., 1998).

Dans cette expérience, nous avons transféré des splénocytes totaux qui contiennent non

seulement des lymphocytes T mais aussi des lymphocytes B sensibilisés capables de produire

rapidement des anticorps spécifiques protecteurs et des cellules NK dont le rôle effecteur a été

démontré en primoinfection (Abou-Bacar et al., 2004; Denkers et al., 1993). Nous ne pouvons

donc pas exclure la participation de ces cellules dans la protection obtenue.

Pour vérifier plus précisément le rôle des lymphocytes T chez les souris vaccinées avec

SAG1, nous avons déplété les sous-populations lymphocytaires TCD4+ ou CD8+ juste avant

l'infection. La déplétion des lymphocytes T CD8+ abolit complètement la protection vaccinale

et augmente le nombre de parasites circulants dans le sang maternel à J7 postinfection.

Inversement, la déplétion des lymphocytes T CD4+ ne modifie par la protection vaccinale.

Ces résultats indiquent que les lymphocytes T CD8+ sont des effecteurs majeurs de la

protection vaccinale induite par SAG1 chez la souris gestante. Les lymphocytes T CD4+ n'ont

pas démontré de rôle effecteur direct pendant la phase de l'infection, ce qui n'exclut pas un

rôle immunomodulateur avant l'infection et ce point sera discuté plus loin.

Ces résultats obtenus après vaccination avec SAG1 sont superposables à ceux récemment

obtenus au laboratoire par Abou-Bacar et al. chez la souris BALB/c chroniquement infectée

avant la gestation puis réinfectée pendant la gestation (Abou-Bacar et al., 2004). Dans ce

modèle, la réinfection orale à J12 de gestation par une souche de type II n'entraîne aucune

infection foetoplacentaire et aucun parasite n'est détectable dans le sang maternel au septième

jour de l'infection. La déplétion des lymphocytes T CD8+ juste avant l'infection, mais pas

celle des lymphocytes T CD4+, entraîne un passage transplacentaire du parasite associé à une

réapparition des parasites dans le sang maternel.
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Nos résultats sont également concordants avec ceux de modèles vaccinaux chez la souris non

gestante. Des études de vaccination avec la souche mutée ts4 de T. gondii (Gazzinelli et al.,

1991; Suzuki et Remington, 1988), avec la protéine SAG1 associée à une saponine, le Quil A

(Khan et al., 1991), et avec un plasmide codant la protéine GRA1 (Scorza et al., 2003) avaient

montré que la protection vaccinale en phase aiguë de l'infection était abolie par la déplétion de

la sous-population lymphocytaire T CD8+ et restait inchangée après déplétion des

lymphocytes T CD4+. La protection vaccinale était par ailleurs transférable à des animaux

naïfs par les splénocytes des animaux vaccinés et plus spécifiquement par la sous-population

lymphocytaire T CD8+ (Khan et al., 1991; Khan et al., 1994; Suzuki et Remington, 1988).

Buzoni-Gatel et son groupe ont également démontré que le transfert adoptif de lymphocytes

Tα/β+ CD8+ intra-épithéliaux isolés de l'intestin de souris infectées oralement protégeait

significativement et durablement les souris receveuses (Buzoni-Gatel et al., 1997; Lepage et

al., 1998). L'origine de ces cellules n'est pas claire et l'apparition de lymphocytes intra-

épithéliaux spécifiques suivie de leur localisation dans la muqueuse intestinale ne semble pas

limitée aux antigènes et microorganismes acquis par voie digestive (Kim et al., 1997). Sydora

et al. ont observé la présence de lymphocytes intra-épithéliaux spécifiques dans l'intestin des

animaux après infection systémique par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (Sydora

et al., 1996). Il est possible que, dans notre modèle vaccinal, l'injection de SAG1 par voie

sous-cutanée induise également des lymphocytes Tα/β+ CD8+ intra-épithéliaux spécifiques

se localisant secondairement dans la muqueuse intestinale où ils pourraient limiter la

dissémination des parasites administrés par voie orale.

Dans notre modèle, comme dans d'autres modèles vaccinaux chez la souris non gestante

(Gazzinelli et al., 1991; Nakao et Konishi, 1991; Scorza et al., 2003), la déplétion des

lymphocytes T CD4+ juste avant l'infection ne modifie pas la protection vaccinale, ce qui



160

suggère que ces cellules ne sont pas des effecteurs directs dans le contrôle de la transmission

maternofeotale du parasite pendant les sept premiers jours de l'infection. Ils sont en revanche

indispensables au développement et au maintien d'une immunité protectrice durable. Les

souris génétiquement déficientes en CMH II (Denkers et Gazzinelli, 1998) ou en lymphocytes

T CD4+ (Casciotti et al., 2002) ou déplétées en lymphocytes T CD4+ (Araujo, 1992)

survivent à la phase aiguë de l'infection mais décèdent au début de la phase chronique avec

une charge parasitaire élevée après infection avec une souche de T. gondii de type II. De la

même manière, la vaccination avec la souche ts4 de T. gondii n'induit aucune protection chez

la souris déficiente en lymphocytes T CD4+ (Johnson et Sayles, 2002) ou traitée avec un

anticorps monoclonal anti-CD4 pendant la phase de vaccination (Gazzinelli et al., 1991). Les

lymphocytes T CD8+ effecteurs sont induits et activés par l'IL2 et l'IFNγ produits par les

lymphocytes T CD4+ auxiliaires. Toutefois, plusieurs travaux réalisés dans différents modèles

d'infection par des microorganismes intracellulaires suggèrent que, en l'absence de

lymphocytes T CD4+ auxiliaires, des lymphocytes T CD8+ protecteurs peuvent être induits

transitoirement pendant la phase aiguë de l'infection sous l'effet de l'IL2 et de l'IFNγ produits

par les cellules de la réponse non spécifique, et en particulier par les cellules NK et NKT

(Buller et al., 1987; Casciotti et al., 2002; Denkers et Sher, 1997; Doolan et Hoffman, 1999;

Moretto et al., 2000; Rahemtulla et al., 1991).

Parallèlement à la protection vaccinale, nous avons comparé le profil de production de l'IFNγ,

de l'IL4 et de l'IL10 dans les différents groupes expérimentaux à J7 postinfection. La

déplétion des lymphocytes T CD4+ réduit de 20% la concentration sérique d'IFNγ et de 70%

la production spécifique d'IFNγ par les splénocytes cultivés en présence d'antigène

toxoplasmique, par rapport au groupe contrôle vacciné non déplété, ce qui suggère que les

lymphocytes T CD4+ sont une source importante mais non unique d'IFNγ. En revanche la
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déplétion des lymphocytes T CD8+ ne modifie ni les concentrations sériques ni la production

spécifique d'IFNγ par les splénocytes, ce qui indique que les lymphocytes T CD8+ ne sont pas

une source majeure d'IFNγ à ce stade de l'infection. Ces résultats diffèrent de ceux observés

par Abou-Bacar et al. chez la souris BALB/c réinfectée pendant la gestation, chez qui l'IFNγ

était produit conjointement par les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ (Abou-

Bacar et al., 2004). De même, Gazzinelli et al. avaient retrouvé une production d'IFNγ par les

lymphocytes T CD8+, celle-ci restant toutefois plus faible que celle des lymphocytes T

CD4+, après vaccination avec la souche ts4 de T. gondii (Gazzinelli et al., 1991). Cette

différence avec nos résultats pourrait s'expliquer par le fait que, dans ces deux modèles, la

réponse immunitaire spécifique était induite par du toxoplasme entier, vivant ou muté, donc

par un panel complexe d'antigènes alors que nous avons utilisé une protéine unique. Il est

également possible que, dans notre modèle, en l'absence de lymphocytes T CD8+, la

production d'IFNγ soit assurée par d'autres cellules comme les cellules NK et NKT (Denkers

et Sher, 1997; Sher et al., 1993), les polynucléaires neutrophiles (Bliss et al., 1999) ou

éventuellement les cellules dendritiques (Ohteki et al., 1999) pendant la phase précoce de

l'infection.

En revanche, la déplétion des lymphocytes T CD8+ augmente massivement la concentration

d'IL4 sérique et plus faiblement sa production par les splénocytes restimulés avec de

l'antigène toxoplasmique, ce qui pourrait suggérer la disparition d'un mécanisme de régulation

de la production d'IL4 dépendant des lymphocytes T CD8+. L'IL4 n'est produite que par un

nombre restreint de cellules, les polynucléaires basophiles, les mastocytes, les cellules NKT et

les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ de phénotype Th2. L'origine de l'IL4 dans notre modèle

n'est pas claire et n'a pas été explorée. La déplétion des lymphocytes T CD8+ ne modifie pas

la production de l'IL10 dans nos conditions expérimentales.
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Le rôle protecteur l'IFNγ au cours de l'infection toxoplasmique aiguë et chronique est établi

depuis longtemps en dehors de la gestation par des expériences de neutralisation (Shirahata et

al., 1994; Suzuki et al., 1988), de traitement par de l'IFNγ recombinant (McCabe et al., 1984)

et par l'utilisation d'animaux génétiquement déficients en IFNγ (Scharton-Kersten et al.,

1996). Pour explorer la discordance apparente dans notre modèle entre la perte de la

protection vaccinale dans le groupe déplété en lymphocytes T CD8+ et une production d'IFNγ

normale à J7 postinfection, nous avons suivi la cinétique d'apparition des cytokines dans le

sérum des souris entre J1 et J7 postinfection. Les résultats montrent une inversion de la

cinétique de production des cytokines Th1 et Th2 en l'absence de lymphocytes T CD8+, avec

une production retardée d'IFNγ à J7, et au contraire, une production plus précoce d'IL4 et

d'IL10, respectivement à J1 et J3. Cette inversion de la cinétique des cytokines Th1/Th2

pourrait contribuer à la perte de la protection vaccinale en favorisant la transmission

parasitaire dès les premiers jours de l'infection, lorsque l'IFNγ n'est pas encore présent. La

production précoce de l'IFNγ est cruciale au cours de l'infection aiguë. Shirahata et al. ont

montré la neutralisation de l'IFNγ avant le quatrième jour de l'infection exacerbe l'infection

dans un modèle de toxoplasmose aiguë chez la souris, alors que sa neutralisation au-delà du

quatrième jour n'a que peu d'effet immédiat (Shirahata et al., 1994; Shirahata et al., 1994). Un

rôle de l'IL4 sur le contrôle de la transmission maternofoetale du parasite est également

possible et avait déjà été évoqué par Thouvenin et al., qui avaient constaté que la transmission

parasitaire était diminuée de moitié chez la souris BALB/c IL4-/- primoinfectée par rapport à

la souris BALB/c IL4+/+ (Thouvenin et al., 1997). Un rôle facilitant de l'IL4 a également été

proposé au cours de l'infection congénitale à Neospora caninum chez la souris. Dans ce

modèle, la transmission maternofoetale du parasite était associée à une production massive

d'IL4 (Quinn et al., 2004) et la neutralisation de l'IL4 par un anticorps monoclonal avant

l'infection réduisait la transmission parasitaire (Long et Baszler, 2000). Dans notre modèle
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vaccinal, la neutralisation l'IL4 au moment de l'infection ou la vaccination de souris IL4-/-

pourrait permettre d'explorer plus avant cette hypothèse.

Pour explorer plus précisément le rôle de l'IFNγ dans le contrôle de la transmission verticale

du parasite dans notre modèle, nous avons neutralisé l'IFNγ au moment de l'infection chez la

souris vaccinée. Les résultats montrent une disparition complète de la protection vaccinale ce

qui confirme le rôle crucial de cette cytokine dans la réponse vaccinale induite par SAG1.

D'autres travaux de vaccination avec la souche ts4 de T. gondii avaient déjà démontré le rôle

de l'IFNγ dans la protection vaccinale. La neutralisation de l'IFNγ après la vaccination

(Gazzinelli et al., 1991) ou après transfert de lymphocytes T de souris vaccinées (Suzuki et

Remington, 1990) abolissait complètement la protection vaccinale. Peu de données existent

sur le rôle de l'IFNγ dans la transmission maternofoetale de T. gondii pendant la gestation.

Abou-Bacar et al. ont décrit chez la souris BALB/c un rôle facilitant inattendu sur le passage

transplacentaire du parasite au cours de la primoinfection maternelle, par un mécanisme non

encore élucidé. Au contraire, dans un contexte de réinfection, l'IFNγ s'est avéré protecteur, sa

neutralisation entraînant l'apparition de parasites dans le sang maternel et leur transmission

aux fœtus (Abou-Bacar et al., 2004).

Il est classiquement admis que, chez la souris infectée par T. gondii, l'activité protectrice des

lymphocytes T CD8+ peut passer par deux mécanismes, la production d'IFNγ qui active

ensuite l'activité toxoplasmicide des macrophages, et une activité cytotoxique sur les cellules

infectées. La cytotoxicité cellulaire peut résulter de deux mécanismes différents (Griffiths,

1995). Le premier est l'exocytose des granules cytotoxiques contenant de la perforine et des

granzymes inducteurs de l'apoptose cellulaire. Le second induit également l'apoptose de la

cellule infectée par l'interaction entre les molécules Fas Ligand sur la cellule cible et Fas sur
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la cellule cytotoxique. Le mécanisme Fas-Fas Ligand est restreint aux cellules cibles portant

Fas Ligand à leur surface, essentiellement les cellules du système immunitaire. Le système

perforine-granzymes peut virtuellement détruire n'importe quelle cible cellulaire.

Nous avons exploré l'activité cytotoxique granulaire des lymphocytes T spléniques des souris

vaccinées avec SAG1 en mesurant l'activité βglucuronidase relarguée dans le surnageant de

coculture des cellules effectrices et des cellules cibles infectées. Cette enzyme est contenue

dans les granules cytotoxiques et son apparition dans le surnageant témoigne de l'exocytose

des granules. Nos résultats montrent que les splénocytes des souris vaccinées exercent une

activité cytotoxique significative sur des macrophages infectés avec des tachyzoïtes de T.

gondii, et que cette activité est exclusivement médiée par les lymphocytes T CD8+.

Chez la souris, seule la sous-population lymphocytaire T CD8+ a démontré une activité

cytotoxique vis-à-vis de cellules infectées par T. gondii, après vaccination avec la souche ts4

de T. gondii (Hakim et al., 1991; Subauste et al., 1991) et après vaccination avec la protéine

SAG1 associée à du Quil A (Kasper et al., 1992). Récemment, Nakano et al. ont montré que

l'activité cytotoxique de lymphocytes T CD8+ de souris vaccinées avec des bradyzoïtes de

souche Beverley et de l'antigène soluble de souche RH était inhibée par la concanamycine A,

un inhibiteur de la perforine, mais pas par un anticorps monoclonal anti-Fas Ligand, ce qui

indique que l'activité cytotoxique passait par la voie granulaire (Nakano et al., 2001). Les

lymphocytes T CD8+ intra-épithéliaux isolés de l'intestin de souris infectées par voie orale

ont également démontré une activité cytotoxique vis-à-vis d'entérocytes infectés (Buzoni-

Gatel et al., 1997). Enfin, deux études déjà anciennes avaient démontré une activité

cytotoxique directe des splénocytes de souris vaccinées avec SAG1 sur des tachyzoïtes de

souche RH (Khan et al., 1988; Khan et al., 1990). Cette cytotoxicité directe sur les parasites

libres était indépendante des cellules NK, de l'opsonisation par les anticorps et, bien que
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médiée par une population cellulaire CD3+ CD8+ CD4-, n'était pas restreinte au CMH ce qui

suggère qu'il pourrait s'agir non pas de lymphocytes T CD8+ mais de cellules CIK (cytokine

induced killer cells) induites par la présence de concentrations élevées en IL2 et IFNγ chez les

animaux vaccinés (Schmidt-Wolf et al., 1997).

Si chez la souris, toutes les études publiées montrent de manière homogène que seuls les

lymphocytes T CD8+ exercent une activité cytotoxique vis-à-vis des cellules parasitées par T.

gondii, chez l'homme en revanche, des études réalisées avec des cellules mononuclées

périphériques prélevées chez des sujets en phase chronique de toxoplasmose ont retrouvé une

activité cytotoxique médiée conjointement par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Montoya et

al., 1996; Purner et al., 1996). La participation réelle de lymphocytes T CD4+ cytotoxiques

chez l'homme doit cependant encore être confirmée car les cellules mononuclées des donneurs

ont été restimulées in vitro avec des cellules mononuclées infectées par des parasites tués, ce

qui peut conduire à une présentation des antigènes parasitaires majoritairement par le CMH II

et donc augmenter de manière artificielle l'activation des lymphocytes T CD4+.

Dans notre modèle comme dans celui de Nakano et al. (Nakano et al., 2001), l'activité

cytotoxique des lymphocytes T CD8+ s'avère partiellement dépendante de l'IFNγ. La

neutralisation de l'IFNγ in vitro ou in vivo réduit de moitié l'activité cytotoxique des

splénocytes des souris vaccinées. L'IFNγ pourrait stimuler l'activité cytotoxique des

lymphocytes T CD8+ soit indirectement en augmentant l'expression du CMH I à la surface

des cellules infectées (Boehm et al., 1997), soit directement (Ely et al., 1999).

Les conséquences de l'action des cellules cytotoxiques sur la viabilité des parasites contenus

dans les cellules cibles sont encore mal connues. Les données actuellement disponibles

suggèrent que les parasites intracellulaires ne sont pas tués après destruction de la cellule hôte
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par les lymphocytes T CD8+ (Yamashita et al., 1998) bien que leur capacité réplicative des

parasites intracellulaires soit réduite (Nakano et al., 2001). Bien qu'on ne puisse exclure que

la destruction des cellules infectées par l'action des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques puisse

participer à la dissémination parasitaire chez la souris, d'autres études sont nécessaires pour

éclaircir ce point. Dans tous les cas, la libération des parasites dans le milieu extracellulaire

les expose alors à d'autres mécanismes effecteurs tels que les anticorps, le complément, la

phagocytose par les macrophages ou les polynucléaires neutrophiles ou l'activité cytotoxique

directe des cellules NK comme cela a été décrit pour Leishmania sp. (Smith et al., 1991).

Activité toxoplasmicide des macrophages

Les macrophages ont un rôle central au cours de l'infection toxoplasmique. Les macrophages

non activés sont à la fois des cellules hôtes permissives pour les tachyzoïtes qui s'y multiplient

au sein de la vacuole parasitophore, puis deviennent, après activation, des cellules

toxoplasmicides efficaces (Anderson et Remington, 1974; Remington et al., 1972). Ils

participent à la réponse inflammatoire initiale et contribuent à la mise au place de la réponse

immunitaire adaptative en présentant les antigènes toxoplasmiques aux lymphocytes T et en

produisant notamment de l'IL12 qui oriente l'immunité vers un profil Th1.

Dans la dernière partie de notre travail nous avons étudié la permissivité au toxoplasme des

macrophages péritonéaux résidents de souris vaccinées avec SAG1 prélevés 7 jours après la

dernière immunisation, puis infectés in vitro avec des tachyzoïtes de souche RH. Le facteur

multiplicatif des parasites est de 7,6 dans les macrophages des animaux contrôles après 18

heures d'incubation et de 0,9 dans les macrophages des souris vaccinées, ce qui indique que
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ces derniers contrôlent la réplication parasitaire. Parallèlement, le pourcentage de

macrophages infectés est significativement plus faible à la 18ème heure d'incubation qu'à la

2ème heure dans les macrophages des souris vaccinées ce qui pourrait suggérer une activité

partiellement toxoplasmicide. Makioka et Kobayashi avaient également observé une activité

toxoplasmicide de macrophages péritonéaux de souris immunisées avec une protéine SAG1

recombinante exprimée sous la forme d'une protéine de fusion GST (Makioka et Kobayashi,

1991). L'effet toxoplasmicide était beaucoup plus marqué dans leur modèle, peut-être parce

que l'immunisation était faite directement par voie intrapéritonéale avec des doses de SAG1

allant jusqu'à 200 µg soit 50 fois plus que la dose vaccinale totale que nous avons utilisée.

Le contrôle de la réplication parasitaire exercé par les macrophages des souris vaccinées avec

SAG1 témoigne de leur activation. En effet, il a été démontré que les macrophages murins

non activés sont permissifs au toxoplasme alors que les macrophages activés sont capables de

bloquer leur multiplication.(Remington et al., 1972). Cette activation pourrait avoir été initié

par l'IFNγ produit pendant la vaccination. Il est établi que l'IFNγ active les fonctions

microbicides des macrophages vis-à-vis de nombreux microorganismes intracellulaires

(Subauste et Remington, 1991) et que cette activation est augmentée en présence de TNFα

autocrine (Langermans et al., 1992).

Plusieurs mécanismes de contrôle de la réplication parasitaire par les macrophages infectés

ont été décrits, par production de réactifs nitrés intermédiaires (Adams et al., 1990; Scharton-

Kersten et al., 1997) ou oxydatifs (Murray et Cohn, 1979), dégradation du tryptophane

indispensable au parasite par activation de l'indolamine 2,3-déoxygénase (MacKenzie et al.,

1999; Silva et al., 2002), production de protéines liant le GTP (IGTP et LRG-47) dont le

mécanisme d'action exact n'est pas encore élucidé (Collazo et al., 2001).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Dans ce travail nous avons étudié les propriétés vaccinales de la protéine recombinante SAG1

de T. gondii dans un modèle de toxoplasmose congénitale chez la souris. Après avoir étudié le

profil de la réponse immunitaire induite par SAG1 et son efficacité vaccinale, nous avons

exploré le rôle de l'immunité maternelle humorale et cellulaire dans la protection vaccinale.

Dans la première partie de notre travail, nous avons comparé la réponse à la vaccination avec

la protéine SAG1 dans deux souches de souris congéniques ayant des fonds génétiques

différents, la souris BALB/c (H2d) et la souris CBA/J (H2k).

La vaccination chez la souris non gestante induit une réponse mixte Th1 et Th2 chez la souris

BALB/c et Th2 chez la souris CBA/J.

Chez la souris vaccinée puis infectée pendant la gestation, la transmission maternofoetale du

parasite est réduite de moitié chez la souris BALB/c et est, au contraire, facilitée chez la

souris CBA/J. Ces résultats concordent avec ceux de l'infection toxoplasmique naturelle dans

ces deux souches de souris. Chez la souris BALB/c, une primoinfection avant la gestation

confère une immunité protectrice qui bloque la transmission verticale du parasite et protège

complètement les foetus en cas de réinfection pendant la gestation alors que, chez la souris

CBA/J, la primoinfection ne confère aucune protection et la transmission du parasite aux

fœtus se produit se produit de la même manière lors de chaque réinfection.

Le profil de la réponse immunitaire après l'infection reste superposable à celui observé juste

après l'immunisation. Chez la souris BALB/c, la réponse associe une composante Th1

(production accrue d'IFNγ) et Th2 (production accrue d'IL10, titres élevés en IgG1 anti-

SAG1). Chez la souris CBA/J, la réponse est Th2, avec une augmentation de la production

d'IL4 et d'IL10 et la présence d'IgG1 anti-SAG1.
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L'effet protecteur de la vaccination chez la souris BALB/c gestante nous a conduit ensuite à

explorer les rôles respectifs de l'immunité humorale et cellulaire dans cette souche de souris

afin de mieux comprendre les mécanismes de la réponse immunitaire maternelle impliqués

dans la protection vaccinale.

Nous avons d'abord exploré le rôle de l'immunité humorale, plus précisément celui des

anticorps anti-SAG1, car la protection vaccinale est associée à des titres élevés en IgG1

spécifiques.

Les études de transfert passif d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux anti-SAG1 montrent

que les anticorps réduisent significativement la transmission maternofoetale du parasite et

rendent la parasitémie maternelle indétectable. Les IgG1 s'avèrent plus efficaces que les

IgG2a. Nous avons étudié in vitro trois mécanismes d'action possibles des anticorps sur les

parasites intracellulaires. Les résultats indiquent que dans notre modèle, l'action protectrice

des anticorps anti-SAG1 pourrait passer par un blocage de l'entrée active du parasite dans les

cellules. Ce blocage pourrait à la fois diminuer l'entrée des parasites libres dans les cellules

placentaires, et les maintenir dans une situation extracellulaire défavorable à leur

multiplication et qui les expose à l'action du complément et à la phagocytose ou à l'opsono-

phagocytose. D'autres mécanismes d'action des anticorps que nous n'avons pas explorés

pourraient intervenir, notamment des mécanismes cytotoxiques de type ADCC vis-à-vis des

cellules infectées par le parasite.

L'effet protecteur des anticorps apparaît toutefois partiellement non spécifique dans notre

modèle car les anticorps contrôles polyclonaux ou monoclonaux réduisent également

l'infection fœtale après transfert passif. La protection est plus faible qu'avec les anticorps anti-

SAG1. In vitro, les anticorps contrôles réduisent l'invasion cellulaire bien que le blocage soit

significativement plus faible qu'avec les anticorps anti-SAG1. Cette activité neutralisante non
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spécifique résulte de la fixation des anticorps par leur fragment Fc à la surface des parasites.

Bien que le mécanisme précis par lequel cette fixation limite l'invasion cellulaire n'ait pas été

exploré dans ce travail, il pourrait s'agir d'un effet d'encombrement stérique limitant l'accès du

parasite à la cellule cible.

Nous avons ensuite exploré le rôle de l'immunité cellulaire dans protection vaccinale conférée

par la protéine SAG1, en étudiant plus particulièrement le rôle des sous-populations

lymphocytaires T CD4+ et CD8+ ainsi que le rôle de l'IFNγ.

La protection vaccinale induite par SAG1 est transférable à des souris gestantes naïves par les

splénocytes des souris vaccinées et est complètement abolie par la déplétion des lymphocytes

T CD8+ ou de l'IFNγ chez les animaux vaccinés. Le mécanisme d'action des lymphocytes T

CD8+ dans notre modèle est double. Le premier est une activité cytotoxique, partiellement

dépendante de l'IFNγ, sur les cellules infectées. Il a été suggéré que la destruction de la cellule

hôte pourrait, en libérant les parasites intracellulaires, contribuer à la dissémination parasitaire

(Yamashita et al., 1998). L'étude de la viabilité et l'infectivité des parasites libérés après

l'action des lymphocytes T cytotoxiques pourrait apporter des éléments de réponse. Toutefois,

dans tous les cas, les parasites libérés dans le milieu extracellulaire seraient alors exposés à

l'action du complément et des anticorps. Le second mécanisme d'action des lymphocytes T

CD8+ dans notre modèle passe par une production précoce d'IFNγ dès le troisième jour de

l'infection. Cette production précoce semble cruciale pour contrôler rapidement la

dissémination parasitaire. Les mécanismes d'action connus de l'IFNγ sont multiples (Suzuki et

al., 1988). Dans notre modèle, l'IFNγ active les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T

CD8+ et est probablement à l'origine de l'activité toxoplasmicide des macrophages que nous

avons observée chez les souris vaccinées. L'origine de l'IFNγ n'est pas claire dans notre

modèle. Il pourrait s'agir d'une production précoce et transitoire par les lymphocytes T CD8+,
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ou d'un mécanisme de régulation indirect permettant la production d'IFNγ par d'autres

cellules. Chez les souris contrôles non vaccinées, comme chez les souris vaccinées puis

déplétées en lymphocytes T CD8+, nous avons retrouvé des concentrations élevées d'IL4, une

cytokine Th2 inductrice et Th1 inhibitrice dont le rôle dans le contrôle de la transmission

maternofoetale du parasite avait déjà été évoqué (Thouvenin et al., 1997). La neutralisation

l'IL4 au moment de l'infection ou la vaccination de souris IL4-/- pourrait permettre d'explorer

plus avant cette hypothèse dans notre modèle vaccinal.

Les lymphocytes T CD4+ n'ont pas démontré de rôle effecteur direct sur le contrôle de la

transmission parasitaire, bien qu'ils produisent des quantités importantes d'IFNγ. Ceci n'exclut

pas un rôle auxiliaire permettant le développement de l'immunité vaccinale et des expériences

de déplétion des lymphocytes T CD4+ pendant la phase de vaccination avec SAG1

permettraient de vérifier cette hypothèse.

En conclusion, les mécanismes de l'immunité maternelle qui contribuent à la diminution de la

transmission maternofoetale chez la souris vaccinée avec SAG1 sont multiples et font appel à

la fois à l'immunité humorale et à l'immunité cellulaire. Dans ce travail, nous n'avons exploré

que le versant de l'immunité maternelle car l'étude de la réponse immunitaire placentaire

n'était pas l'objet de ce travail. Le placenta est une interface immunitaire complexe et

dynamique entre le compartiment maternel et fœtal et doit donc faire l'objet l'études

complémentaires. Des travaux sont actuellement en cours au laboratoire pour tenter de

comprendre les mécanismes du passage transplacentaire du parasite.

Ces résultats permettent également à présent de développer d'autres approches pour tenter

d'augmenter la protection vaccinale partielle obtenue avec la protéine SAG1 dans notre

modèle. L'efficacité de SAG1 pourrait être améliorée par la combinaison avec un adjuvant
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dont la nature devra être définie dans le contexte immunologique très particulier de la

gestation. Des travaux réalisés antérieurement au laboratoire avaient montré que la

combinaison de SAG1 avec de l'IL-12 protégeait la mère mais augmentait la transmission

maternofoetale dans le même modèle BALB/c (Candolfi et al., 1997), ce qui suggère qu'un

adjuvant ayant une composante mixte Th1 et Th2 pourrait s'avérer plus intéressant que les

adjuvants fortement Th1 utilisés avec succès en dehors de la gestation. La protection

vaccinale pourrait également être augmentée en combinant plusieurs protéines ou associant

vaccination protéique et génique, cette dernière pouvant alors apporter la composante Th1

malgré tout nécessaire. Le choix des protéines est vaste. Les protéines GRA sont intéressantes

par leur immunogénicité et leur antigénicité (Aubert et al., 2000; Jacobs et al., 1999), et ont

largement démontré leur efficacité en dehors de la gestation (Martin et al., 2004; Scorza et al.,

2003; Vercammen et al., 2000). Les protéines GRA2 et GRA5 ont également démontré une

activité protectrice partielle dans un modèle de toxoplasmose congénitale chez le rat (Zenner

et al., 1999). Enfin, l'administration du vaccin par voie entérale pourrait également augmenter

l'efficacité vaccinale car elle permettrait de développer une immunité muqueuse, notamment

en sensibilisant et en recrutant des lymphocytes T intraépithéliaux, au site même de l'entrée

du parasite dans l'oganisme maternel et bloquer ainsi sa dissémination de manière très précoce

(Lepage et al., 1998).
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