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Résumeé

L’ encéphalite toxoplasmique est le résultat de la réactivation d une toxoplasmose
latente. Elle représente la manifestation clinique la plus fréguente, caractérisée par des |ésions
multiples nécrosantes au niveau du cerveau. La réponse immunitaire a un impact majeur sur
le contréle de la persistance des kystes toxoplasmiques dans le systéme nerveux central. Ce
processus n'est pas bien éucidé chez I'hnomme. Pour cela, le but de notre étude était de
déterminer les mécanismes immunitaires mis en jeu lors d'une infection des cellules
nerveuses humaines infectées par deux souches de Toxoplasma gondii in vitro. L’ étude de la
cinétique de différentes cytokines et chémokines a été réalisée dans des cellules microgliales,
des cellules endothéliales et des neurones infectésin vitro par les souches RH (typel) et PRU
(type I1) de T. gondii. Les protéines pro-inflammatoires ont été dosees et la charge parasitaire
a été quantifiee a8 h, 14 h, 24 h et 48 h post infection. Notre travail a montré des résultats
originaux qui pourraient expliquer la cinétique immunitaire et parasitaire mise en jeu dans les
premieres heures de I'infection et étre essentiels pour le contrdle de la persistance du parasite.
Nous avons également montré que le traitement des cellules nerveuses humaines par I'lFN-y
avant l'infection a un effet significatif sur la synthese de certaines protéines pro-
inflammatoires et sur la multiplication de la souche RH dans les cellules microgliales et les
cellules endothéliales stimul ées. Ces recherches ont été poursuivies par une étude sur les voies
de I'apoptose activées dans les cellules nerveuses humaines infectées par le toxoplasme. Ces
cellules ont été infectées par les deux souches de T. gondii pour 24 h et 48 h. L'analyse des
meécanismes apoptotiques a montré que la souche PRU induit une forte réponse apoptotique
dans les cellules microgliales et les cellules endothéliales infectées. La souche RH induit une
réponse apoptotique seulement dans les neurones infectés. Ces données indiquent que la
souche PRU semble étre plus pro-inflammatoire et présente un profil apoptotique plus
agressif seulement dans les cellules microgliales et les cellules endothéliales humaines. Au
contraire de la souche RH qui présente un profil pro-inflammatoire plus faible et une réaction

apoptotique seulement dans les neurones.
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Abstract

Toxoplasma encephalitis resulting from a reactivation of a latent toxoplasmosis is
the most frequent clinical manifestation, characterized by multiple necrotizing brain
lesions. The immune response has a major impact on controlling parasit persistence in the
brain. This processis poorly understood especialy in human. For that, the aim of our study
is to determine in vitro the immune mechanism involved in human nervous cells infected
with two strains of Toxoplasma gondii in vitro. The kinetic study of different cytokine and
chemokine production was realized in vitro with infected: microglial cells, endothelial
cells and neurons by RH (type 1) and PRU (type Il) strains of T. gondii. The pro-
inflammatory proteins including the immune responses were assayed in the supernatant of
co-cultures and the parasite burden was quantified at 8 h, 14 h, 24 h and 48 h. Our work
provided the original results that could explain the immune and parasitic kinetic in the
early hours of infection that are the key for controlling the persistence of the parasite. We
have also shown that treated human nervous cells by IFN-y before infection has a
sgnificant effect on the synthesis of some pro-inflammatory proteins and the
multiplication of RH strain in IFNy-stimulated microglial and endothelial cells. This
research is pursued by a study of apoptosis pathway activated in human nervous cell
infected with Toxoplasma. Human nervous cells are infected with the two strains for 24 h
and 48 h. Analysis of apoptotic mechanisms showed that PRU strain induced a strong
apoptotic response in infected microglial and endothelial cells. RH strain induced an
apoptotic response only in infected neurons. These data indicate that the PRU strain is
more pro-inflammatory and has an aggressive apoptotic profile only in human microglial
cells and endothelial cells. Instead of the RH strain which has a lower pro-inflammatory

profile and a strong apoptotic reaction in neurons only.
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La toxoplasmose est une infection due a un protozoaire Toxoplasma gondii. Cette
zoonose est cosmopolite et on estime gu’ un tiers de la popul ation mondiale est infectée par ce
parasite. Sa prévalence chez |"homme est variable. Elle est inférieure a 30 % dans les pays
scandinaves et dans le Royaume-Uni, elle varie de 20 450 % en Europe du Sud ains que dans
les régions humides de I’ Afrique et de 50 a 70 % en Europe de I’ Ouest (AFSSA, 2005). Le
cycle commence chez le chat dont la contamination a lieu aprés ingestion des kystes
tissulaires trouvés dans la viande des animaux infectés. Le chat élimine |e parasite sous forme
d’ oocystes dans le milieu extérieur ou ils peuvent acquérir leur caractere infectieux. L'homme
s infecte soit en mangeant des viandes crues contenant des kystes de T. gondii soit en ingérant
des oocystes a partir de végétaux contaminés. Suite a cette infection, le sujet
immunocompétent hébergera dans son systeme nerveux central des kystes toxoplasmiques
latents. L’ infection toxoplasmique chronique est asymptomatique bien que des études tendent
a montrer qu’ elle pourrait étre un facteur associé a des pathologies neurologiques chroniques
(schizophrénie, épilepsie, tumeurs cérébrales) (Dalimi and Abdoli, 2012) (Carter, 2013).
Lorsgue I’infection a lieu chez une femme enceinte, la contamination du fodus est possible
avec des conseguences variables en fonction du stade d’ embryogénése et du degré de maturité
de son systéme immunitaire. Les atteintes neurologiques (hydrocéphalie, microcéphalie,
retard mental, calcifications intracréniennes) ou oculaires (rétinochoroidite) de Ila
toxoplasmose congénitale traduisent le tropisme neurologique de ce parasite. De méme, lors
d’ une dégradation progressive des fonctions du systeme immunitaire suite a une infection par
le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) ou a un traitement immunosuppresseur, le
cerveau est la cible privilégiée de la réactivation des kystes toxoplasmiques latents. Cette
réactivation se traduit par des |ésions cérébrales nécrosantes qui caractérisent la toxoplasmose
cérébrale.

Ces déments montrent d une part la situation particuliere du systeme nerveux central
dans I'infection et dans la pathologie toxoplasmique, et d autre part le réle majeur de la
réponse immunitaire sur la persistance des kystes parasitaires dans le cerveau.

La réaction immunitaire protectrice contre |le toxoplasme est tres complexe. Au cours
d'une primo-infection, les composants de la réaction immunitaire non specifique
interviennent en premier. Les tachyzoites de T. gondii atteignent la lumiére intestinale,
pénétrent dans les cellules intestinales, puis se multiplient dans les cellules de la lamina

propria. A ce stade, les entérocytes infectés activent une réaction immunitaire afin de limiter
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la multiplication parasitaire. Cette réponse fait intervenir essentiellement les neutrophiles, les
macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques via la secrétion de différentes
protéines chémoattractives. Secondairement, une réponse immunitaire cellulaire est activee
spécifiguement contre le parasite. Il s agit essentiellement d’ une réponse immunitaire de type
Thl. Cette réponse est marquée par une production d’'IL-12 par les cellules présentatrices
d’ antigéne, et la production d’'IFN-y par les cellules T CD4", T CD8" ainsi que les cellules
NK. La réaction de type Thl induit le plus souvent une réaction inflammatoire locale, d ou
I"intérét de I’ activation d’une réaction immunitaire de type Th2 qui inhibe |’ activation de la
réponse immunitaire Thl. La réponse Th2 est médiée principalement par deux interleukines
IL-4 et IL-10. Cette régulation immunitaire semble avoir un grand intérét dans la diminution
des réactions inflammatoires responsables de la plupart des Iésions, mais elle rend le terrain
favorable ala multiplication parasitaire.

Malgreé les réactions immunitaires mises en place contre T. gondii, ce dernier a la
capacité de s échapper et de disséminer via la voie sanguine pour infecter les différents
organes. Dans le systeme nerveux central, les tachyzoites ont la capacité de franchir la
barriere hémato-méningée, d'infecter différents types de cellules nerveuses et de se
transformer en bradyzoites enkystés qui persistent durant toute la vie de |I'hote. Plusieurs

études ont montré chez le modele murin I'importance de I’ [FN-y dans ce controle.

Ce processus fait aussi appel a I’influence du parasite sur les voies apoptotiques des
cellules hotes. Des études sur le modéle murin montrent que T. gondii a la capacité d’ activer
I’ apoptose des cellules hdtes pendant la phase aigué de I'infection. En revanche, il peut
I"inhiber pendant la phase chronique afin de persister et se multiplier. Toxoplasma gondii
module les réponses de la cellule hdte soit en activant I’expression des protéines anti-
apoptotiques, soit en inhibant la production des protéines pro-apoptotiques ; ceci differe selon
le profil de virulence de la souche parasitaire. Les mécanismes par lesquels T. gondii peut
échapper alaréaction immunitaire cérébrale et moduler les réactions de défenses des cellules
hotes restent encore mal connus en particulier chez I'homme. Ceci se traduit par la difficulté
d’ études des processus qui se déroulent dans le systeme nerveux, et d'autre part, de
I’ existence de plusieurs facteurs pouvant interférer avec ces réponses, facteurs liés a |’ hote et

au parasite.

Parmi ces facteurs liés a I’ héte, le statut immunitaire joue un réle majeur. Lors d' une

immunodépression, en particulier au cours de I’infection VIH, la réactivation des bradyzoites
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contenus dans les kystes toxoplasmiques latents est responsable d une toxoplasmose
cérébrale. Ce processus montre I'implication de la réaction immunitaire cellulaire et de ses
meédiateurs immuns dans e contrdle de I’ infection toxoplasmique latente.

Parmi les facteurs parasitaires, le génotype a auss un role dans I'influence de
I’ évolution de I'infection toxoplasmique. Les souches de type | sont associées a une forte
virulence chez les souris alors que celles de type Il ou 111 sont considérées comme avirulentes
pour lasouris. Les tachyzoites du type | ont la capacité de traverser les barriéres épithéliaes et
atteignent les sites immunoprivilégiés plus rapidement que les souches de type Il. Chez
I”homme, plusieurs études ont rapporté des toxoplasmoses acquises graves dues a des souches
atypiques chez des personnes immunocompétentes. Une surreprésentation d’ autres souches
atypiques a été observée chez les patients atteints d’ une toxoplasmose oculaire. L’ influence de
la souche parasitaire sur le développement de I’infection ou de la pathologie cérébrale reste

cependant méconnue.

Les mécanismes par lesquels T. gondii peut moduler les réponses de |’ héte
(immunitaires et apoptotiques) lors du développement d’ une toxoplasmose cérébrale ont été
bien étudiés dans le modéle murin mais beaucoup moins chez I'homme. Dans le premier
chapitre de cette thése nous nous sommes intéressés a étudier la cinétique des mediateurs
immuns et de la charge parasitaire lors des premiéres 48 heures de I’infection des cellules
nerveuses humaines par deux types de souches de T. gondii. Les résultats de cette premiére
€tude n’ont pas montré une production de I’ |FN-y dans les cellules humaines testées. Comme
cette cytokine a un réle majeur dans le controle de |’ infection toxoplasmique cérébrale dans le
modéle murin, nous avons voulu identifier son role dans les cellules nerveuses humaines
infectées par le toxoplasme. Ces cellules nerveuses humaines ont été stimulées par I'FN-y
avant dére infectées afin de déerminer I'effet de cette cytokine sur la production des
meédiateurs immuns et sur la prolifération parasitaire. En plus de la réaction immunitaire, dans
un deuxiéme chapitre, nous avons étudie |es mécani smes apoptotiques actives ou inhibés dans

les cellules nerveuses humaines infectées par deux souches de T. gondii.
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|I. Revuedelittérature sur Toxoplasma gondii et la

réponse immunitaire
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1.1 Toxoplasma gondii

11.1.1 Historique

La toxoplasmose est une infection causée par le parasite Toxoplasma gondii (pour
toxo = arc et plasma = vie). Ce parasite a été mis en évidence par Nicolle et Manceaux en
1908 dans les tissus du rongeur, Ctenodactylus gundi (Figure 1) a I'lnstitut Pasteur de Tunis.
La méme année, Splendore a découvert le méme parasite dans les tissus de lapin au Brésil
(Quinn and McCraw, 1972).

T. gondii a ensuite éé mis en évidence dans de nombreuses especes de mammifeéres et
d'oiseaux a travers le monde et également chez I'homme. En 1923, T. gondii a été retrouvé
dans larétine d'un enfant qui présentait une hydrocéphalie, mais le role pathogéne du parasite
dans le modéle humain n'était pas encore identifié (Quinn and McCraw, 1972). En 1950 Wolf

et Cowen ont décrit la toxoplasmose congénital e chez I'nomme (Cowen and Wolf, 1950).

Figure 1 : Ctenodactylus gundi

(http://www.zoochat.com/160/common-gundi-ctenodactylus-gundi-229099/).

11.1.2 Morphologie et formes évolutives de T. gondii

[1. 1. 2. 1 Tachyzoite

Le tachyzoite est la forme végétative qui caractérise la phase de la multiplication
rapide de I’ infection toxoplasmique. Aprés la primo-infection le tachyzoite se dissémine viala
circulation sanguine afin d'infecter les différents organes tels que la rate, les muscles, la

rétine et le cerveau. Cette forme végétative se présente sous laforme d'un croissant mesurant
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environ 6 um de long sur 2 um de large, avec une extrémité antérieure effilée et postérieure
arrondie. Le tachyzoite est recouvert par une paroi pelliculaire recouvrant une structure
microtubulaire. 11 contient un anneau polaire, un conoide, des rhoptries, des granules denses,
des micronemes, des mitochondries, un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi, des
ribosomes, des micropores, un apicoplaste et un noyau. Le noyau est généralement situé vers
I'extrémité postérieure ou dans la zone centrale de la cellule. La chromatine est distribuée
dans tout le noyau et le nucléole (Dubey et a., 1998) (Figure 2). Le tachyzoite se multiplie
dans les cellules nucléées de I'hGte par un processus de multiplication asexuée
appelée endodyogenie. Ce processus a lieu au sein d'une vacuole parasitophore (VP),
aboutissant ainsi a la formation d’ une structure en rosette. Le tachyzoite n’intervient pas dans
la contamination orale, car c'est un organisme tres fragile rapidement détruit par I’acidité
gastrique (Dubey et al., 1998).

Réticulum Granule dense  Appareil
endoplasmique de Golgi

Apicoplaste

Rhoptri
Mitochondrie €

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite

Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Figure 2: L’ ultrastructure d un tachyzoite de T. gondii
(http://www.phsource.us/PH/HELM/PH_Parasites/toxoplasmosis.htm).

[1. 1. 2. 2 Bradyzoites et kystes

Le terme bradyzoite (brady = lent) a été propose par Frenkel en 1973 pour décrire le
stade enkysté dans les tissus (Dubey et al., 1998). Les bradyzoites se caractérisent par une
multiplication lente, marquant la phase chronique de I’ infection toxoplasmique. Au cours de

ce stade, les kystes persistent essentiellement dans les tissus cardiaques, musculaires, rétiniens
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et le systéme nerveux central (SNC). IIs ont une forme sphérique mesurant de 10 a 200 um de
diamétre renfermant plusieurs centaines a milliers de bradyzoites (Figure 3). Le bradyzoite
résulte de I’ évolution d’un tachyzoite. 1l s’ en distingue par une taille plus petite et une forme
plus mince, des rhoptries plus denses, un noyau sub-terminal et des granules de stockage
d’ amylopectine (Dubey et al., 1998) (Figure 4). La paroi du kyste est détruite par la pepsine
ou la trypsine, mais les bradyzoites sont résistants a cette digestion. Ceci explique leur role
dans la contamination orale (Jacobs et al., 1960). Les kystes tissulaires jouent un role
important dans le cycle de vie de T. gondii car les hétes carnivores peuvent étre infectés par
I'ingestion de viande infectée.

Figure 3: Bradyzoites et kyste de T. gondii : rupture de la paroi et libération des
bradyzoites sous I’ action de la trypsine (x100) (AFSAA, 2005).

micronemes

Figure 4: Ultrastructure d' un bradyzoite (AFSAA, 2005).
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I1. 1. 2. 3 Soorozoites et oocystes

L’ oocyste a une forme ovoide mesurant environ 14 pm de long et 9 um de large. Il est
éliminé dans les feces du chat sous forme non sporulé (immature). Il subit une maturation
dans le milieu extérieur en se divisant en deux sporocystes renfermant chacun quatre
sporozoites infectieux (Figure 5). L'oocyste sporulé (mature) est résistant aux conditions
extérieures grace ala structure complexe de sa paroi. Elle est constituée de couches distinctes,
extrémement résistantes aux agressions physiques et chimiques (Speer et al., 1998). Ceci va
favoriser ainsi la contamination de I’ hote intermédiaire.

- E
#7
01X

- sporozoite

corps
residuel

Figure 5: Oocystesde T. gondii, A. non sporulé et B. sporulé (AFSSA, 2005).

11.1.3 Cycle biologique de T. gondii

Lecycledeviede T. gondii est complexe, caractérisé par un cycle sexué et asexué. Le
cycle de vie sexuée n'a lieu que chez les félidés (chats), hétes définitifs du parasite. Le cycle
de vie asexué se déeroule a l'intérieur de toutes les cellules des mammiféres ou des oiseaux
(Dubey et al., 1998) (Figure 6).

Durant la phase sexuée, les gameétes sont formeés dans I’ épithélium intestinal du chat.
Les oocystes non sporulés sont libérés dans la lumiére intestinale et passent dans
I'environnement avec les féces. La sporogonie se produit a I'extérieur de I'hGte et conduit au
développement de deux sporocystes contenant chacun quatre sporozoites (Jackson and
Hutchison, 1989; Tenter et a., 2000). La phase asexuée seffectue chez les animaux a sang

chaud et les oiseaux. Selon le stade de I'infection, aigué ou chronique, les éléments asexués
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sont constitués de deux phases distinctes: les tachyzoitesqui se caractérisent par une
croissance rapide et les bradyzoites qui se caractérisent par une croissance lente (Black and
Boothroyd, 2000). Toxoplasma gondii peut pénétrer chez I'héte sous la forme d'un oocyste ou
d'un kyste tissulaire. Les oocystes ou les kystes ingérés libérent respectivement des
sporozoites ou des bradyzoites dans I'intestin gréle. Les sporozoites ou les bradyzoites
infectent I'épithélium intestinal et se différencient en tachyzoites qui diffusent ensuite dans
I'organisme via les monocytes et les macrophages (Sumyuen et a., 1995) (Figure 7). Afin
d'échapper a la réponse immunitaire de I'héte, les tachyzoites se transforment en bradyzoites
au sein du kyste al'intérieur de la cellule hote (Figure 7) (Gross and Bohne, 1994).
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Figure 6: CycledeviedeT. gondii et les différentes sources de contamination d'origine

alimentaire et environnementale (Aliberti, 2005).
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Figure 7: Les éapes del'infection et de lamultiplication de T. gondii durant les trois stades
infectieux chez leurs hotes (Robert-Gangneux and Darde, 2012).
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1.2 Labiodiversité de T. gondii

11.2.1 Techniques d’ étude

Avant le séquencage du génome de T. gondii, I'analyse des isoenzymes fut la premiere

méthode d'étude de la diversité des souches. Six systémes enzymatiques ont permis la
description de 12 zymodemes (Darde et al., 1988) (Darde et al., 1992) (Darde, 1996). La

majorité des isolats toxoplasmiques étudiés était regroupée en trois principaux zymodémes

Z1, Z2 et Z3. Ces trois zymodemes ont ensuite été démontrés comme correspondant aux trois

lignées clonales principales définies par d autres méthodes d’ analyse : type I, type Il et type

[l (Howe and Sibley, 1994) (Darde, 1996). D’ autres zymodemes représentes par des isolats

uniques ont été définis par la suite comme des souches atypiques.

Apres I'identification de la séquence de T. gondii (Ajioka et al., 1998) (Manger et a.,

1998), un large éventail de marqueurs génétiques polymorphes a été déterminé (Ajzenberg et
al., 2010).

Les marqueurs SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) sont des mutations ponctuelles
dans le génome pouvant entrainer |’ apparition ou la disparition d' un site de restriction.
Ceci leur permet d étre étudiés par la technique de PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) (Sibley and Boothroyd, 1992) (Howe and Sibley, 1995) (Howe et
al., 1997) (Su et al., 2006). Khan et al., ont identifié 250 marqueurs SNP (Khan et a.,
2005), mais seulement 9 a 11 marqueurs sont utilises habituellement pour le typage des
isolats de T. gondii (Su et a., 2006).

L e séquencage multilocus ML ST (Multilocus Sequence Typing) est la technique optimale
pour le typage des isolais. Elle a éé utiliste essentiellement dans des analyses
phylogénétiques (Lehmann et al., 2000) (Sibley and Ajioka, 2008) (Su et al., 2012) ; mais
en raison de son colt et de ses contraintes techniques, elle est trés peu utilisee dans les
€tudes épidémiol ogiques.

L es séquences microsatellites sont des margqueurs plus polymorphes que les SNPs détectés
par PCR-RFLP. Ces séquences sont de courtes répétitions en tandem de deux a six
nucléotides. Elles sont connues pour étre hypervariables, car elles se caractérisent par une
accumulation de mutations engendrées par |’enzyme polymérase pendant la réplication.
Elles sont bien adaptées a l'identification individuelle des isolats et ont une plus grande
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résolution dans les éudes de génétique des populations. A ce jour, 15 microsatellites

localisés sur 10 chromosomes de T. gondii sont utilisés (Ajzenberg et al., 2010).

De lamultiplicité des outils utilisés a résulté une diversité de dénomination des génotypes
et des groupes genétiques selon les équipes de recherche. Des efforts ont été faits pour
remplacer les données provenant de ces différentes techniques afin daboutir a un
regroupement des genotypes utiles pour des études cliniques et fondamentales (Su et a.,
2012).

11.2.2 Haplogroupes de T. gondiii

Les premieres études cherchant a définir la structure de la population de T. gondii ont
conclu a une faible diversité génétique et a une structure simple faite de 3 types clonaux
principaux, lestypes |, 11 et I11. Ces éudes initiales ont éé conduites essentiellement sur des
isolats originaires d Europe ou des Etas Unis.

Le génotypage d'un grand nombre d'isolats de tous les continents associant des
marqueurs de PCR-RFLP, le séquencage d’introns et les marqueurs microsatellites a révélé
une structure beaucoup plus complexe de la population de T. gondii. Le regroupement
génétique des nombreux genotypes définis par ces marqueurs a abouti a la description de 15
haplogroupes (Su et al., 2012). Au sein des haplogroupes 1, 2 et 3, on retrouve respectivement
lestypes|, Il et 111 correspondant aux 3 principales lignées clonales décrites initialement. Les
autres haplogroupes regroupent des génotypes dont certains correspondent a de nouvelles
lignées clonales retrouvées sur plusieurs continents (Su et a., 2012) (Mercier et a., 2011). La
diversitt maximale est observée sur le continent sud-américain. Les souches les plus

divergentes sont retrouvées en forét amazonienne en Guyane Frangaise (Tableau 1).
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Tableau 1 : Répartition des haplogroupes dans |le monde.

Continents Haplogroupes Remarques
retrouves
Europe 2++,3 HG1 (typel) : absent.
Amériquedu Nord 2,3,12,1 HG1 (typel) : rare.
Amérique 6,9 14,3,4,8,12 HG 5-10 :+++ Amazonie.
centrale et du Sud 5,10, 15
Afriquetropicale 6,14, 3 H 6 (Africa 1) et HG 14 (Africa

3) : Amérique du Sud

Asie 13,3,1,2 HG 13 (Chinese 1) : Asie+
Amérique.

11.2.3 Géenotype et virulence

Des caractéristiques biologiques ont été associées aux groupes génétiques. La
principale caractéristique ayant permis une classification des souches est la virulence
expérimentale. Les souches virulentes chez la souris présentent plusieurs propriétés qui
peuvent expliquer la diffusion rapide du parasite et le nombre des tissus envahis par ce
dernier. Ceci pourrait étre déterminé dans I’ hGte via la migration rapide du parasite a travers
I'épithélium ou a travers la matrice extracellulaire (Barragan and Sibley, 2002) et en culture
cellulaire via le taux de multiplication parasitaire élevé et le faible taux de conversion des
tachyzoites en bradyzoites (Saeij et al., 2005). Ces caractéristiques, en particulier la virulence
expérimentale dans le modéle murin, sont bien définies pour les 3 types de souches

initialement décrits.

Le type | est trés virulent chez la souris, la dose létale (DL) DL90 est <10 chez les
souris. La multiplication in vitro est trois fois plus rapide que celle des souches de type Il et
11 (Boothroyd and Grigg, 2002). En revanche, les souches de type | sont non virulentes chez
le rat et peuvent ére complétement éiminées par leur systéme immunitaire chez certaines
souches de rat (Cavailles et al., 2006) (Li et al., 2012). Parmi les souches de type I, la souche
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RH, isolée en 1939 d'un patient aux Etats Unis, fait office de souche de référence pour la
plupart des études expérimentales et genétiques (Sabin, 1941). D’ autres souches de type |
isolées a partir d animaux et d’humains conservent le méme profil de virulence chez la souris,
par exemple: GT1, VEL (Howe and Sibley, 1995). Chez I"homme I’ isolement de souches de
type | reste cependant un évenement rare (Ajzenberg, 2010).

Le type |1 correspond & des souches non virulentes chez la souris (DL100=10°). Elles
sont responsables d’'une infection toxoplasmique chronique chez la souris, induisant la
persistance des kystes tissulaires dans les muscles et |e cerveau. En Europe et en Amérique du
Nord, elles sont a |’ origine de la plupart des infections chez I"homme et chez les animaux
domestiques (Howe and Sibley, 1994) (Gross et al., 1997). En France, elles sont responsables
de la majorité des cas de toxoplasmose congénitale ou oculaire (Darde et al., 1992)
(Ajzenberg et al., 2002) (Fekkar et a., 2011).

Les souches de type |11 sont de virulence variable. Elles peuvent étre non virulentes
chez la souris causant une infection chronique similaire a celle du type 11, ou présenter une
virulence intermédiaire entrainant une toxoplasmose subaigué avec une mort de la souris 10 a

30 jours apres une inoculation orale.

Les isolats des souches atypiques varient d un profil trés virulent, intermédiaire ou
non virulent, en fonction des différences dans la combinaison de genes qu'ils
présentent (Grigg and Suzuki, 2003) (Saeij et al., 2005) (Darde, 2008). Généeralement, les
génotypes avec une majorité d' alleles de type | sont les plus virulents (Mercier et al., 2010).

L’ expression de la virulence chez les humains est un phénomene complexe en raison
de beaucoup d'autres facteurs qui peuvent influencer le pouvoir pathogene des souches de T.
gondii. En effet, I’expression de la pathogénicité est le résultat de I'interaction de facteurs
parasitaires comme le stade infectieux, |'inoculum et |e patrimoine génétique de la souche et
de facteurs d’ héte comme le statut immunitaire ou des facteurs génétiques de | héte (Maubon
et al., 2008). Toute analyse de la relation entre le génotype et la pathogénicité doit tenir
compte de ces différents facteurs. Ceci explique pourquoi larelation entre la souche et le role

pathogéne chez I’ homme n’ est pas encore élucidée.

Lagravité de I'infection humaine peut dépendre du genotype de la souche de T. gondii.
Elle est faible dans les pays d'Europe occidentale et d/Amérique du Nord, ou les souches de

type Il prédominent (Howe and Sibley, 1995). En revanche, I'infection toxoplasmique,
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congeénitale ou acquise est plus sévere en Amérique du Sud, avec notamment des atteintes
oculaires plus fréquentes et plus séveres (Gilbert et al., 2008) (Pfaff et al., 2014). Des cas de
toxoplasmoses graves, multiviscérales chez des patients immunocompétents en Guyane
(Carme et a., 2002) et au Surinam (Demar et a., 2007) ont été associés a des souches
atypiques « Amazoniennes» acquises par consommation de gibier ou ingestion d’ eau de

surface en Guyane Francaise.

Cependant, chez I’homme, le méme type de souche peut étre responsable de différents
réles pathogenes. Ainsi, les souches de type Il sont impliquées dans 96 % des cas de
toxoplasmose congénitale asymptomatiques ou séveres en France (Ajzenberg et al., 2002),
dans 85 % des toxoplasmoses des patients immunodéprimeés ayant contracté l'infection en
Europe (Ajzenberg et a., 2009) et dans 73 % des cas de maladie oculaire en France (Fekkar et
a., 2011), mais elles sont auss retrouvées chez des patients asymptomatiques comme le
montrent les études de sérotypage (Morisset et al., 2008). L’étude réalisée chez 85 patients
immunodéprimeés (VIH et non VIH) a mis en évidence gque, dans ce contexte, le génotype de
la souche infectante n’'a pas d'effet sur la manifestation clinique (Ajzenberg et al., 2009),
indiquant le role majeur du statut immunitaire sur I'expression de la virulence des souches de
T. gondii. Chez ces patients, il n'a pas été retrouvé en particulier de distribution différente

entre type 1 et non-11 selon que la symptomatol ogie était cérébrale ou extracérébrale.

1.3 Déroulement del’infection cellulaire par T. gondii et les protéines

impliquées dansla virulence

Toxoplasma gondii a la capacité d’ envahir une grande variété de cellules hotes. 1l
pénétre dans les cellules par un processus de pénétration actif qui ne dépend pas de la
réorganisation du cytosquelette d'actine de la cellule hote (Dobrowolski and Sibley, 1996). Ce
processus étant actif, il sappuie sur la mobilité du parasite et la secrétion sequentielle de
protéines parasitaires a partir des organites sécrétoires : les micronemes (protéines MIC), les
rhoptries (protéines ROP et RON) et les protéines de granules denses (protéines GRA)
(Sharma and Chitnis, 2013). Les différentes étapes de I’infection cellulaire, et par |a méme les
protéines qui y participent, sont impliquées dans |’expression de la virulence parasitaire
(Besteiro et al., 2011). Le polymorphisme de certains génes impliqués dans ces fonctions
pourrait expliquer les différences de virulence entre les souches. La mise en évidence du réle
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de ces genes polymorphes a été facilité par des croisements expérimentaux chez le chat entre
les différentes souches de T. gondii (Saeij et a., 2006) (Taylor et a., 2006) (Reese et 4.,
2011).

11.3.1 L’ attachement et la pénétration intracellulaire

[1.3.1.1 L' attachement initial

Les protéines SAGs sont des antigénes de surface de T. gondii, appartenant a la
famille des SRS (SAGL related sequence) (Lekutis et a., 2001). Elles jouent un réle essentiel
dans I'adhésion de la cellule hote et I'invasion (Figure 8) (Grimwood and Smith, 1992) (Mineo
et a., 1993) (Robinson et al., 2004). Les protéines SAGs établissent des liaisons réversibles,
latérales et de faible affinité avec la cellule héte. L’ attachement initial des parasites aux
cellules hoétes est établi particulierement par une liaison de SAG3 aux glycosaminoglycanes
(GAG) présents ala surface cellulaire (Carruthers and Boothroyd, 2007).

[1.3.1.2 L’ attachement apical

L'attachement ala membrane de la cellule hote est une condition préalable al'invasion
assurée par les protéines de micronemes (MIC) (Cowper et a., 2012). Les protéines MIC
(MIC1, MIC2, MIC3 et MIC4) sont associées en complexe a la membrane parasitaire apres
leur secrétion. Elles relient le systeme actine-myosine du parasite a la surface de la cellule
hote, facilitant ainsi I'entrée du parasite dans la cellule (Hager and Carruthers, 2008), Ce
processus est appelé «la motilité» (Figure 8). MIC3 reste associé a la surface apicale du
parasite pour médier |’ attachement en se liant au récepteur de croissance épidermique (EGF)
delacellule héte cible (Carruthers and Boothroyd, 2007) (Sharma and Chitnis, 2013).
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Figure 8: Les étapes du processus de I'invasion de T. gondii. (1) Suite a I'engagement initial
avec la surface des cellules via des protéines telles que SAGL, les parasites se reorientent et
s attachent (2). Au début de I'invasion, les micronémes (rouge) sont secrétées, forment la
jonction mobile pour stabiliser les interactions entre le parasite et la cellule (3). Les rhoptries
(vert) sont secrétées lors de la pénétration du parasite, soit vers la localisation de la vacuole
parasitophore (VP), ou dans le cytoplasme de I'héte (4, 5). L'internalisation du parasite (6)
conduit a I'achevement de la VP, les protéines de granules denses qui sont secrétées vont
maintenir la croissance et la reproduction du parasite a l'intérieur de la cellule (7). Le complexe
apical contenant les micronemes, les rhoptries, les granules denses et le complexe du moteur est
représenté en bas a gauche (Carruthers and Boothroyd, 2007).
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11.3.2 La pénétration intracellulaire et laformation de la vacuol e parasitophore

L'entrée du parasite dans la cellule hote est un processus actif et rapide (15 a 30 )
distinct des événements d endocytose (Figure 8). Le toxoplasme forme une liaison étanche
entre son extrémité apicale et la membrane de la cellule hote, appelée « la jonction maobile ».
Cette derniere se déplace a partir de I'extrémité apicale a l'extrémité postérieure du parasite, ce
gui conduit al'internalisation du parasite dans une VP. La création de cette jonction autour du
parasite nécessite la distribution d'un antigéne de la membrane apicale (AMAL1) sur toute la
surface du parasite (Dubremetz, 2007) (Figure 8). Apres la fixation initiale du parasite sur la
cellule hote, les protéines de rhoptries, ROPs et RONs (Rhoptry-Neck, protéines de la partie
effilée des rhoptries), sont libérées par le parasite (Mital et al., 2005). L’ ensemble AMA1,
RON2 et RON4 et les ROPs forme la jonction mobile (Figure 8).

Laformation de la membrane de la vacuole parasitophore (MVP) nécessite la secrétion de
protéines de rhoptries (Figure 8) (Figure 9) (Dubremetz, 2007). La libération des protéines
ROPs est régulée par le Ca®* endogéne phospholipase-dépendant (Saffer and Schwartzman,
1991). Les protéines ROPs ont des rOles parasitaires différents; ROP2 et ROP4 sont
impliquées dans |’ acquisition de la lactoferrine de I'hGte (Dziadek et al., 2007). ROP18 est
associée a la face cytosolique de la MV P. Elle exerce une activité de protéine kinase, ce qui
lui permet d’ étre impliquée dans le contrdle de la croissance du parasite et de sa virulence (El
Hajj et al., 2007) (Figure 9). La protéine ROP16 a un effet sur I'expression des genes de I'hote,
ce qui pourrait réguler |’expression de différents médiateurs immunitaires (Laliberte and
Carruthers, 2008) (Figure 9).

35



T. gondii x

Nucleus
Moving
junction
{(RON2Z
RON4,
RONS)

Rhoptry bulb Host cell plasma

Rhoptry neck membrane

R(,)F’s_‘ ::S)
8 8 d) ROPS QD

ROP18
\ ROP2 @ D

8!«)#’!(» N

Nucleus PP2C-hn

Figure 9: Représentation schématique des modes d’ action des différentes RONs et ROPs de
T. gondii (Hunter and Sibley, 2012).

Les protéines de granules denses (GRA) contribuent également a la formation de laMVP
pendant la premiére heure aprés I'invasion. Elles sont libérées pendant ou aprés I'invasion du
parasite dans la cellule héte. Ces protéines contribuent a former le réseau intra-vacuolaire des
tubules membranaires dans la lumiere delaVP (Mercier et a., 2005). Les GRA 3 et GRA 5
sont distribuées sur la membrane vacuolaire. Les GRA 1, GRA 2, GRA 4 et GRA 6 sont
distribuées sur le réseau intravasculaire (Sibley et al., 1995). Ainsi, les GRA qui sont libérées
dansla VP peuvent aider le parasite a se reproduire et a échapper a la réponse immunitaire de
I'hbte. Ce réseau aurait un réle dans le développement des échanges entre le parasite et la

cellule hote.
11.3.3 Lamultiplication au sein de la cellule et |a sortie hors de la cellule

Dans la vacuole parasitophore (VP), les tachyzoites se divisent pendant 6 a 9 h, par un
processus d’ endodyogénie, conduisant a la formation de deux cellules filles au sein de chague

cellule mére. Généralement, entre 64 a 128 parasites peuvent ainsi s accumuler dans la VP
(Black and Boothroyd, 2000). La sortie des parasites de la cellule est un processus actif
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dépendant d'une augmentation de la concentration du calcium apres la libération des réserves
intracellulaires (Sibley, 2010).

I1.3.4 La conversion de tachyzoites en bradyzoites

La conversion des tachyzoites en bradyzoites a été étudiée principalement chez la
souris. En effet, 12 215 jours aprés |'infection des souris par voie orale, des |ésions cérébrales
ont été observeées. Initialement, les |ésions sont causees par des tachyzoites extracellulaires et
intracellulaires situés dans des VPs; seule une sous-population de tachyzoites est capable
dinitier directement la formation des kystes tissulaires. Ces tachyzoites se transforment en
bradyzoites alors que la paroi de la VP se transforme en paroi kystique a I’intérieur de la
cellule hote. Les bradyzoites se divisent et les kystes tissulaires sagrandissent. Pendant ce
développement précoce, la paroi kystique subit des modifications. Dans le kyste tissulaire
précoce, les bradyzoites ont encore des caractéristiques ultrastructurales similaires aux
tachyzoites, en particulier des rhoptries alvéolées (Dubey et al., 1998) mais ils expriment en
plus des marqueurs spécifiques des bradyzoites (BAG1 , ENO1 , LDH2 ) (Sullivan and
Jeffers, 2012). La conversion des tachyzoites en bradyzoites a été décrite pour la premiere fois
in vitro dans des astrocytes (Jones et al., 1986). Cette conversion et la formation des kystes
sont favorisées in vitro par des variations de facteurs physico-chimiques dans le systeme de
culture (changements de pH, de concentration en oxygene, de température). Dans certaines
études in vitro, le processus de formation d'un kyste a partir du moment ou le parasite est
entré dans la cellule hote est smilaire a celui observé In vivo (Soete et al., 1994).
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[1. 4 Latoxoplasmose humaine
11.4.1 Epidemiologie

Environ un tiers de la population humaine mondiale est infectée par le toxoplasme
(Montoya et a., 2001), ce qui fait de la toxoplasmose la zoonose la plus fréquente. La
prévalence varie de 10 a 80 %, selon les régions et selon les différentes communautés d’ une
méme region (Pappas et a., 2009). Une faible séroprévalence d'environ 10 a 30 % a été
rapportée en Amérique du Nord, en Asie du Sud-Est, en Europe du Nord et dans les pays
sahéliens de I'Afrique. Une prévalence modérée d’ environ 30 a 50 % a été observée dans les
pays d'Europe centrale et méridionale. Les prévalences élevées ont été essentiellement
identifiées en Amérique latine et dans les pays d'Afrique tropicale (AFSSA, 2005).

La séroprévalence de la toxoplasmose humaine peut étre influencée par de nombreux
facteurs. Au cours du cycle évolutif de T. gondii, les facteurs climatiques sont essentiels a la
survie des oocystes, favorisant ou non leur sporulation et leur maturation dans le milieu
environnemental, ce qui va induire |'infection des animaux producteurs de viande. Des
prévalences plus élevées sont classiquement observees dans les pays tropicaux caractérises
par un climat humide et chaud. Inversement, les prévalences sont souvent plus faibles (< 30
%) dans les pays arides et froids (AFSSA, 2005). D’autre part, les facteurs anthropiques
(habitudes alimentaires, degré d hygiene) expliquent une grande partie des variations de la
seroprévalence chez I'nomme. La séroprévalence maximale peut étre atteinte des I'enfance
dans les populations confrontées a de mauvaises conditions d’ hygiene, probablement en lien
avec la contamination tellurique ou hydrique par ingestion d’oocystes (Jones and Dubey,
2010). Ces différents modes d’'infection par T. gondii dépendent des niveaux socio-
economiques y compris au sein des pays développés (Dubey and Jones, 2008) avec la
consommation de la viande crue de mouton et de boauf et des crudités infectés (Baril et al.,
1999) (Haos et al., 2010). En 2011, 3 infections toxoplasmiques séveres (dont deux
toxoplasmoses congeénitales) étaient dues a des souches atypiques virulentes probablement
liées al’ingestion de viande de cheval infectée et importée du Brésil et du Canada (Pomares et
al., 2011).
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11.4.2 Les différents aspects de |a toxoplasmose humaine
11.4.2.1 La toxoplasmose chez I'immunocompétent

Elle est généralement bénigne et asymptomatique dans plus de 80 % des cas dans les
pays européens ou en Amérique du Nord (Montoya and Liesenfeld, 2004). Les syndromes
classiques de la toxoplasmose aigué chez I'immunocompétent sont semblables a ceux de la
mononucl éose infectieuse, caractérises par : une fievre (15 a 20 %) (Ekman et al., 2012), une
asthénie (45 a 81 %) et une adénopathie (69 a 81 %) (Bottieau et al., 2006) (Durlach et al.,
2003). Plus rarement des atteintes oculaires ou des formes multiviscérales graves ont été
décrites (Montoya and Liesenfeld, 2004) (Carme et al., 2009), en lien avec des souches
atypiques, d’ origine sud-ameéricaine (Sepulveda-Arias et al., 2014) (Sobanski et a., 2013).

11.4.2.2 La toxoplasmose chez I'immunodéprimé

Le statut immunitaire de I'hGte est d'importance primordiale dans I'infection
toxoplasmique. Cette infection est opportuniste chez les personnes immunodéprimeées, quelle
gue soit la souche infectante. L’ altération de I’immunité cellulaire causée par une infection au
virus de I'immunodéficience humaine (VIH), ou suite aux traitements immunosuppresseurs
conduit a une toxoplasmose sévere. Le mécanisme résulte généralement de la réactivation
d’ une infection toxoplasmique latente (Botterel et al., 2002) (Rogers et a., 2008) (Martina et
al., 2011). Le risque est étroitement lié a la durée et au degré d immunodépression. Dans le
cas d'une greffe d organe solide, il sagit plus souvent d'une transmission de kystes du
donneur au receveur (Roemer et a., 2001) (Derouin and Pelloux, 2008). Chez les patients
infectés par le VIH, l'incidence de la toxoplasmose est éroitement liée aux taux de
lymphocytes T CD4", avec un risque accru lorsque le nombre est inférieur a 100 cellules/ul.
L’ encéphalite toxoplasmique est la manifestation clinique la plus fréquente chez ces patients.
Elle est mortelle en absence de traitement (Abgrall et al., 2001). Le traitement antirétroviral
hautement actif (HAART) a permis de réduire l'incidence de |’encéphalite toxoplasmique
chez les patients VIH positifs (Lejeune et a., 2011). Aprés le cerveau, les organes les plus
fréquemment touchés sont: les poumons (Rabaud et al., 1996), les yeux et le coaur. Toutefois,
T. gondii aauss étéisolé a partir de nombreux autres organes tels que le pancréas (Hofman et
a., 1993), le foie, lamoelle osseuse, la vessie, les ganglions lymphatiques, les reins, larate et
lapeau (Rabaud et al., 1994) (Arnold et al., 1997).
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11.4.2.3 La toxoplasmose congeénitale

En France, la séroprévalence de I’ infection toxoplasmique a été estimee a 82 % dans
les années 60, a 66 % dans les années 80 et a 44 % en 2003. Dans 75 % des cas de
seroconversion, latoxoplasmose est asymptomatique (Villenaet a., 2010).

Alors que la primo-infection est souvent asymptomatique chez les femmes enceintes,
les tachyzoites peuvent traverser le placenta et infecter le fogus. L’infection du fodus peut
causer une rétinochoroidite, une hydrocéphalie associée a un retard mental, des convulsions,
voire la mort du fodus (McAuley, 2008). Le placenta est une barriére efficace au début de la
gestation, mais devient plus perméable aux tachyzoites pendant |a grossesse, ce qui permet le
passage du parasite dans environ 30 % des cas pendant |e deuxiéme trimestre et dans 60 a 80
% des cas au cours du troisieme trimestre (Robert-Gangneux et al., 2011). La sévérité de
I"infection chez le fodus dépend du stade de la grossesse au cours duquel la femme enceinte
acquiert I'infection. Chez 80 % des femmes infectées pendant le troiséme trimestre de
grossesse, |'infection est asymptomatique (Dunn et a., 1999). Toutefois, lorsque la
transmission transplacentaire se produit au cours du premier trimestre, les conséquences sur le
développement du fodus sont séveres, conduisant souvent a des anomalies graves (Iésions
cérébrales ou oculaires) ou a une fausse couche spontanée. Les Iésions oculaires sont
egalement plus sévéres en debut de grossesse. Elles peuvent provoquer une cataracte, une
augmentation de la pression intra-oculaire, un strabisme, une névrite optique, une nécrose
rétinienne, une uvéite ou une réetinochoroidite (Roberts et al., 2001) (Delair et al., 2011). Au
cours du deuxiéme trimestre, I'infection fodale se caractérise par une gravité variable. Les
examens échographiques peuvent révéler une hépato-splénomégalie ou des calcifications
cérébrales. Par ailleurs, lors d'une infection en fin de grossesse, les symptdmes sont moins
sevéres et la majorité des enfants infectés naissent sains. En revanche, ils peuvent présenter
une déeficience visuelle beaucoup plus tard (rétinochoroidites, strabisme, cécité) (Tenter et al.,
2000) (Peyron et al., 2011).
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11.4.3 Diagnostic

11.4.3.1 S&rologie

La sérologie est la base du diagnostic de I'infection a T. gondii en particulier dans les
toxoplasmoses du patient immunocompétent. La production d’'IgA et d'IgM débute le plus
souvent au cours de la premiére semaine et atteint un plateau au bout d’un mois (Figure 10).
Les IgE spécifiques sont également produites pendant la primo-infection, mais elles
disparaissent rapidement (Foudrinier et a., 2003). Le taux des IgM spécifiques diminue
généralement apres 1 a 6 mois pour devenir négatif chez 25 % des patients en moins de 7
mois (Gras et al., 2004). Les IgA specifiques sont rarement détectées aprés 9 mois
(Nascimento et al., 2008). La synthese d'lgG débute environ 2 semaines apres I’infection et
atteint un plateau dans les 2 ou 3 mois. Les anticorps 1gG persistent pendant toute la vie a des

titres résiduels, tres variables selon les patients (Figure 10).
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Figure 10: Cinétique de la réponse des anticorps (Ac) durant une infection par T. gondii
(Robert-Gangneux and Darde, 2012).



[1.4.3.2 Diagnostic parasitologique

La visuaisation directe du parasite dans les produits pathologiques est rarement
possible. La détection de I’ADN de T. gondii dans des fluides corporels et les tissus est
utilisée pour le diagnostic de la toxoplasmose congénitale, oculaire, cérébrale et disséminée
(Montoya, 2002). Les génes B1, P30 et ADNr18 ont été largement utilisés pour détecter
I”’ADN de T. gondii dans une variété de tissus (Jones et al., 2000). Le gene B1 est répété 35
fois dans le génome du parasite (Burg et al., 1989) ; ce qui augmente la sensibilité de la
détection de faibles nombres de toxoplasme par PCR (Wastling et al., 1993). Dans les PCR
diagnostiques, ce gene tend a étre remplacé par un gene de 529 pb répété 200 a 300 fois dans
le génome de T. gondii. L utilisation du géne 529 pb a encore augmenté la sensibilité du
diagnostic de T. gondii par rapport au géne B1 (Edvinsson et a., 2006). L’ inoculation a la
souris des produits pathologiques reste pratiquée dans des laboratoires de référence. Outre le
diagnostic, elle permet I’ isolement de la souche pour une meilleure caractérisation.

11.4.4 Traitement

Une fois I'infection diagnostiquée, il n'y a généralement pas besoin de traitement,
sauf sur des terrains particuliers ou lors de manifestations symptomatiques (Evengard et al.,
1997) (Petersen, 2007). Les traitements les plus actifs reposent sur |’ association de sulfamides
(sulfadiazine ou sulfadoxine) et de pyriméthamine. Ils sont utilisés dans le traitement des
toxoplasmoses congénitales, des toxoplasmoses oculaires et dans les toxoplasmoses des
patients immunodéprimeés. Les femmes enceintes sont traitées avec la spiramycine deés la
détection de I’infection pour limiter le risgue de passage transplacentaire du parasite.

Ces divers médicaments ne sont actifs que sur le stade tachyzoite. |ls permettent donc de
lutter contre l'infection aigué ou la réactivation d'une infection latente. Mais ils sont
inefficaces pour éradiquer le parasite durant la phase latente de I’infection. En effet, des
études récentes montrent qu’il existe des molécules qui pourraient cibler le stade bradyzoite
de T. gondii ou empécher la conversion bradyzoites-tachyzoites;, mais ceci n’a été développé
gue chez la souris (Zhang et al., 2013) (Bhadra et a., 2013) ou in vitro (Maubon et al., 2010).
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[1.5 L’ immunité anti-toxoplasmique

11.5.1 Laréponse immunitaire intestinale

[1.5.1.1 La réponse immunitaire innée

Au cours d'une infection toxoplasmique intestinale murine et humaine, T. gondii
traverse la couche épithéliale intestinale grace a des mécanismes de transmigration affectant
les protéines des jonctions épithéliales sérrées (Weight and Carding, 2012). Apres le passage
du parasite au travers de la barriere épithéliale intestinale, les tachyzoites infectent en premier
les monocytes et les neutrophiles (Coombes et al., 2013), puis les macrophages et les
lymphocytes (Gregg et al., 2013) (Figure 11).

Chez la souris, les neutrophiles ont la capacité de migrer dans la lumiere intestinae
pour encapsuler les parasites afin d’empécher leur dissémination dans la muqueuse
intestinale. Cependant, les tachyzoites ont été détectés dans des cellules dendritiques murines
CD11c+ dans la lamina propria de I'intestin dés le 2°™ jour post infection; dans les
ganglions lymphatiques mésentériques du 3°™ au 7°™ jour post infection (Courret et al.,
2006). Ces cellules dendritiques ont un rdle dans la présentation de I’ antigéne et la diffusion
parasitaire durant une infection orale ou intrapéritonéale réalisée chez les souris (Courret et
al., 2006).

Les cellules dendritiques murines et humaines infectées par T. gondii aquiérent un
phénotype d’ hypermobilité via un mécansime dependant du prossesus GABAergique de ces
cellules hotes (Fuks et al., 2012). Toujours chez les deux modeles expériementales, dans la
muqueuse intestinale, une réponse immunitaire visant a éiminer le parasite est rapidement
déclenchée apres la primo-infection (Lieberman and Hunter, 2002) (Buzoni-Gatel et al.,
2006). Les cellules du systeme immunitaire inné, y compris les cellules dendritiques
plasmacytoides, les macrophages, les monocytes et les neutrophiles produisent I'lL-12. Cette
cytokine participe a la différenciation des cellules T naives en cellules T de type Thl (Figure
11). Ces cellules vont a leur tour secréter I'IFN-y afin d activer d autres cellules immunitaires
comme les cellules NK (Pepper et a., 2008). Dans la muqueuse intestinale, les cellules NK
activées produisent I'IL-15 et I'IL -18. L’interaction de ces deux cytokines induit une forte
réaction inflammatoire mediée essentiellement par le recrutement des monocytes via la
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chémokine CCL3 et son récepteur CCR1 (Schulthess et a., 2012). Les monocytes recrutés
amplifient la réaction immunitaire inflammatoire, et activent ainsi une voie immunitaire de
type Thl durant laguelle les macrophages produisent le TNFa et le NO pour limiter la
multiplication parasitaire (Figure 11) (Alexander et a., 1997).

11.5.1.2 La réponse immunitaire adaptative

La protéine de surface SAG1 de T. gondii a été identifiée comme étant un initiateur
essentiel de laréponse immunitaire adaptative (Rachinel et al., 2004).

Chez la souris, s la réponse immunitaire n'est pas controlée, I''FN-y peut affecter
I'intégrité intestinale, provoquant une inflammation aigué et conduisant a l'infiltration des
cellules inflammatoires, ce qui peut conduire & une hémorragie et a des lésions de la barriere
épithéliale. Ceci est démontré dans |’ éude de Liesenfeld et al., durant lagquelle les souris
infectées par voie orale avec des kystes meurent entre 7 et 10 jours d' une iléite aigué, suite a
une réponse immunitaire intestinale dirigée contre les toxoplasmes présents dans la paroi
intestinale (Liesenfeld et al., 1996). En revanche, |’ étude réalisée chez les souris CBA, qui ont
un patrimoine génétique différent, montre que celles-ci régulent leur réponse immunitaire
intestinale et meurent aprés un mois avec une infection toxoplasmique cérébrale, liée a une
réplication intense du parasite dans e cerveau (Liesenfeld et a., 1996).

Chez la souris une réaction immunitaire adaptative est activée pour controler la
réponse pro-inflammatoire. Dans la muqueuse intestinale, cette réaction est médiée par
I’ activation des cellules T CD4+ et CD8+ via le récepteur des chémokines CXCR3 (Cohen et
al., 2013). Ces cellules vont initier une voie immunitaire de type Th2 qui inhibe la sécrétion
des protéines pro-inflammatoires, limitant donc la réaction inflammatoire dans la muqueuse
intestinale. Les cellules T CD4+ interagissent avec les cellules epithéliaes intestinales
infectées pour initier la production des cytokines pro-inflammatoires (Mennechet et al., 2002).
Ensuite, les lymphocytes T CD8af activés interviennent pour diminuer cette réaction
intestinale pro-inflammatoire (Mennechet et al., 2004). Dans la muqueuse intestinale réside
egalement une population de cellules Treg, qui, lors d’une infection toxoplasmique, sont
activeées. Les cellules Treg expriment T-bet (T-box expressed in T cells) sous I effet de I'IL-
27 dans la muqueuse et de I'lFN-y en périphérique. Ces cellules activées produisent |'IL-10
qui inhibe les cytokines de type Thl et donc diminue la réaction pro-inflammatoire dans la
muqueuse intestinale (Hall et al., 2012).
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Chez I’homme, peu d’ études ont été rapportées sur la réponse immunitaire adaptative
intestinale durant I’infection par T. gondii. Une réponse immunitaire protectrice au niveau de
la muqueuse est nécessaire pour limitter la multiplication du parasite des qu'il pénétre la
barriére intestinale empéchant ainsi I’ envahissement de I'héte par le parasite. Les cellules T
CD8+ et les anticorps, spécialement les IgA specifiques jouent un réle important dans cette
réponse immunitaire protéctrice. Il a été suggéré que ces deux acteurs de laréponse imunitaire
pourraient étre une strategie thérapeutique ciblée contre la primo-infection toxoplasmique
humaine (Bout et a., 2002)
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primo-infection par T. gondii.
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11.5.2 Laréponse immunitaire systémique

[1.5.2.1 La réponse immunitaire innée

Apres I'invasion de la muqueuse intetinale, le parasite va disseminer dans tout
I’ organsime via la circulation sanguine. Dans un premier temps, les cellules immunitaires de
la réponse innée (monocytes, neutrophiles et cellules dendritiques) sont recrutées sur chague
site de I'infection. Tous ces types cellulaires ont un role dans la résistance du parasite et le
ralentissement de sa multiplication (Liu et a., 2006) (Dunay et a., 2008). Toutefois, une des
fonctions les plus importantes de la réponse immunitaire innée contre T. gondii est la capacité
a détecter I'agent pathogene et a produire la cytokine IL-12.

Chez la souris et I'Homme, I'IL-12 active toutes les cellules de la premiere barriere
immunitaire et stimule la différenciation des cellules T et la production d'IFN-y par ces
cellules (Figure 12) (Gazzinelli et al., 1993). L'IFN-y est le principal médiateur de la
résistance a T. gondii chez la souris. Cette cytokine initie de multiples meécanismes
intracellulaires destinés a éliminer le parasite et a inhiber sa réplication. L’interleukine-12 a
été décrite comme étant une molécule de signalisation importante pour |'activation de la
réponse immunitaire suite a l'infection par T. gondii (Bashyam, 2007). La réponse
immunitaire de type Thl est définie par la production de I'IL-12 et de I'lFN-y. Les souris qui
sont a la fois infectées par T. gondii et déficientes en I1L-12 ou IFN-y succombent car elles
sont incapables de contrdler la charge parasitaire (Gazzinelli et al., 1994).

Reéaction immunitaire innée dépendante des TLRs

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense contre les maladies
infectieuses. La défense contre les micro-organismes dépend de la reconnaissance des motifs
moléculaires du non-soi (pathogen-associated molecular patterns ou PAMP) par des
molécules réceptrices (PRR) exprimeées principalement sur les cellules de I'immunité innée.
Les TLRs représentent une classe des PRR. L'activation des TLRs entraine le recrutement de
cellules effectrices et la production de cytokines pro-inflammatoires, ce qui ensuite module
les réponses immunitaires innées et acquises (Kawai and Akira, 2005).
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a) Chezlasouris:

La protéine adaptatrice MyD88 fonctionne en aval de la mgjorité des TLRs ainsi que
du récepteur de I'lL-1 (IL-1R). La protéine MyD88 joue un role essentiel dans |'activation des
voies de signalisation : facteur nucléaire-kB (NF-kB) et mitogen-activated protein kinase
(MAPK), ce qui conduit par la suite a la production de cytokines pro-inflammatoires telles
gue I'lL-12, IFN-y et le facteur de nécrose tumorae-a (TNFa). Le role de MyD88 dans la
résistance aux infections bactériennes, virales et parasitaires (protozoaires) (Scanga et al.,
2002) est largement démontrée. Les souris déficientes en MyD88 sont trés sensibles a
I'infection par T. gondii aors que les souris dépourvues d'IL-1 présentent une résistance
normale a l'infection par T. gondii suggérant ainsi que I'absence de MyD88 altere la fonction
delasignalisation TLRs (Yarovinsky, 2008) (Scangaet a., 2002).

Des études in vitro sur des hamsters chinois (CHO) ont démontré que la synthese des
TLR2 et TLR4 dépend de la sécrétion du TNFo en présence des glycosylphosphatidylinositol
(GPI) extraites a partir des tachyzoites (Debierre-Grockiego et al., 2007a). Une souris KO
pour le TLR2 produit de I’ lL-12, mais succombe en raison de la charge parasitaire élevée de
des souches virulentes de T. gondii (Scanga et al., 2002). De méme, le TLR4 n'est pas
impliqué dans la production de I’ I1L-12 (Scanga et a., 2002), maisil peut étre un co-activateur
de la transmission de la signalisation des cytokines dans le modele murin (Debierre-
Grockiego et al., 2007a). Il a été demontré que le TLR9 est nécessaire a |’ activation d’ une
réponse inflammatoire Thl apres une infection orale par T. gondii (Minns et a., 2006). Ces
auteurs ont également montré que la protéine chaperon UNC93B1 favoriserait la translocation

des TLRY et 9 necessaires aux mécanismes de resistance.

En plus des TLRs décrits précédaments, la signalisation du récepteur TLR11 médiée
par la protéine adaptatrice MyD88 est indispensable a I’ activation de la réponse immunitaire
innée chez la souris (Yarovinsky et a., 2005). En effet, une inhibition de I’ expression des
UNC93B, protéine chaperon impliquée dans le trafic intracellulaire des TLRs, entraine une
perte du mécanisme de résistance a I'infection toxoplasmique chez la souris (Melo et a.,
2010). Cette protéine interagit directement avec le TLR11. Cette interaction induit a la

régulation de la réponse des cellules dendritiques contre T. gondii (Pifer et al., 2011).
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Le TLR11 est important pour la secrétion de I'lL-12 chez la souris; cela est confirmé chez
une souris KO pour le TLR11 qui présente de faibles niveaux de production d'IL-12
(Yarovinsky et al., 2005). Le TLR11 fonctionne auss en formant un complexe hétérodimeére
avec le TLR12, uniquement chez la souris. La formation de ce complexe est également
importante pour la réponse des cellules dendritiques et la production de I'IL-12 (Koblansky et
al., 2013) (Andrade et a., 2013). Le TLR12 excerce le méme rdle que TLR11, mais il est
exprimé d'une maniére specifique dans les cellules hématopoiétiques, contrairement au
TLR11 qui est exprimeé dans ces cellules ains que dans les cellules endothéliales (Koblansky
et al., 2013). Une déficience du gene codant pour le TLR12 entraine une perte de resistance a
I'infection toxoplasmique de méme qu'une déficience du gene codant pour MyD88
(Koblansky et al., 2013).

b) Chez|’homme:

Contrairement au modéle murin, les TLRs responsables de I’ activation de la réaction
immunitaire sont mal définis chez I’'Homme, lors de I’infection par T. gondii. Il a été décrit
gue la reconnaissance du parasite par les TLRs intracellulaires (TLRS, 7 et 9) chez I'Homme
facilite larésistance a I’infection toxoplasmique et |’ activation des monocytes et des cellules
dendritigues humaines (Andrade et al., 2013).

Chez I'homme, Le TLR11 existe, maisil est non fonctionnel (Roach et al., 2005) et le
TLR12 n’existe pas. Le mécansime d’ activation de laréaction immunitaire et la production de
I"IL-12 et de I'lFN-y chez I"'Homme semble étre different de celui activé chez la souris. Une
étude récente sur les récepteurs innés humains a montré que chez I'Homme le TLR5 pourrait
avoir un réle similaire au TLR11 dans I’ activation de la production des cytokines (Salazar
Gonzalez et a., 2014). D’ autres études basées sur 'analyse d'association génétique lors de la
toxoplasmose congénitale chez I'homme arévélé plusieurs genes qui pourraient étre impliqués
dans la modulation des réponses immunitaires a T. gondii. Parmi les géenes recherchés: le
TLRY, le récepteur purinergique P2X7 et un membre de la famille des récepteurs NOD-like
NALP1(Peixoto-Rangel et al., 2009) (Lees et a., 2010) (Witolaet al., 2011).

Le récepteur purinergique P2X7 est associé a la toxoplasmose congeénitale et oculaire

(Jamieson et al., 2010). Des résultats récents ont montré qu'un polymorphisme de P2RX7 (un
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géne codant pour le récepteur P2X7) influe la sensibilité de I'infection par T. gondii
(Jamieson et al., 2010).

Le blocage de I’expression du gene NAPL1 améliore la prolifération de T. gondii dans des
cellules humaines (Witola et al., 2011) et NALPL pourrait ére impliqué dans le processus
d’'@dimination du parasite intracellulaire. A ce jour, les événements moléculaires responsables
de I'activation de NALP1 dans le cytosol des cellules infectées ne sont pas encore éucidés
mais |’'identification de I'implication de NALP1 dans le propcessus d'éimination de T.
gondii pourrait étre une des clés du systemes de reconnaissance intracellulaires de T. gondii
chez I’'Homme.

Les études décrites ci-dessous montre que la plupart des études ciblant I’ activation de la
réaction immunitaire ains que sa signalisation est bien éucidée dans le modele murin. En
revanche, chez I’homme malheureusement peu de recherches sont rapportées sur ce sujet.
C'est pourquoi, le mécanisme immunitaire au cours d'une infcetion toxoplasmique chez

I’Homme est mal connul.
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Figure 12: Schémareprésentatif de |’ activation de lavoie immunitaire de type Thl par T.

gondii.
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Les cellulesimmunitaires de la réponse immunitaire innée

Aprés I'invasion du parasite, la réponse immunitaire innée joue un réle important dans
le contréle de I'infection jusgu'a ce que I'immunité adaptative entre en jeu.

De nombreuses études ont cherché a définir les types de cellules primaires, qui sont
responsables de la production de I'lL-12 in vivo et ont identifié les neutrophiles, les
monocytes, les macrophages et |es cellules dendritiques comme étant des sources de secrétion
de cette cytokine (Bliss et al., 2000) (Scanga et al., 2002) (Mordue and Sibley, 2003)
(Whitmarsh et al., 2011).

[1.5.2.1.1 Les neutrophiles

L es neutrophiles sont une source de production d’'IL-12 au cours de la toxoplasmose,
car ils ont une caractéristique unique qui se manifeste par leur apparente capacité a stocker
des cytokines sans besoin de stimulation microbienne. 1l a été rapporté que les neutrophiles de
souris contiennent de I'[L-12 , I'l1L-6 et MIP-2 en |’ absence d'infection (Terebuh et al., 1992)
(Bliss et al., 1999a) (Bliss et al., 2000; Bliss et al., 1999b) (Matzer et a., 2001). En outre,
environ 40 % de neutrophiles dans le sang périphérique des souris non infectées sont IL-12
positifs (Bliss et a., 2000). L'accumulation intracellulaire d’'IL-12 semble étre un composant
normal de la maturation des neutrophiles.

Les neutrophiles d’ origine humaine et murine produisent aussi de I'lL-12, du TNF-a, MIP-1a
(CCL3) et MIP-1p (CCL4), lorsgu'ils sont stimulés in vitro avec des antigénes de T. gondii
(Bliss et al., 1999a) (Bliss et al., 1999b). L'épuisement des neutrophiles entraine une baisse
des niveaux d'IL-12 et une augmentation de la prolifération parasitaire (Bliss et al., 2001). Les
souris déficientes en récepteur CXCR2 récepteur d'IL-8, essentiel pour le recrutement des
neutrophiles au site de I'infection, présentent une augmentation de la charge parasitaire dans le
systéme nerveux central (SNC), (Del Rio et al., 2001). Les neutrophiles recrutés au site de
I'infection par des chémokines comme I'lL-8 et MCP1, sont eux-mémes destinés a produire
immédiatement les cytokines et les chémokines régulatrices du recrutement d autres cellules
immunitaires (Cassatella et al., 1995) (Bliss et al., 1999b). Les neutrophiles sont également
impliqués dans d'autres mécanismes effecteurs qui ciblent directement les parasites, y compris
la phagocytose, la libération des enzymes protéolytiques et la formation des piéges
extracellulaires (Nakao and Konishi, 1991) (Abi Abdallah et a., 2012). Alors que la

phagocytose de T. gondii par les neutrophiles a été observée in vitro (Nakao and Konishi,
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1991) (Konishi and Nakao, 1992), plusieurs études ont rapporté que p47phox, un composant
de I'enzyme nécessaire pour le métabolisme oxydatif généré par les neutrophiles apres
phagocytose, est inutile pour la résistance a T. gondii (Alexander et al., 1997) (Egan et a.,
2008). En effet, des études dimagerie in vivo ont montré un rassemblement de neutrophiles
autour des cellules infectées, sachant que les parasites présents dans les neutrophiles semblent
étre en grande partie intacts (Chtanova et al., 2008). Toutefois, I'infection par T. gondii induit
une augmentation dADN extracellulaire au site de I'infection, qui dépend de la présence des
neutrophiles, ce qui pourrait expliquer que les neutrophiles libérent I'ADN afin de former des
pieges extracellulaires pour le toxoplasme (Abi Abdallah et al., 2012). Des études in vitro ont
montré que la formation de ces pieges entraine une diminution de la viabilité du parasite et
peut contribuer in vivo alalutte contre ce dernier.

L 'absence de neutrophiles induit une dérégulation des voies immunitaires Thl a Th2 et
une sensibilité accrue pour I’infection chez la souris (Romani et al., 1997). En effet, les souris
déficientes en neutrophiles présentent une tres faible activation des deux voies immunitaires
(Thl et Th2), ce qui conduit a une augmentation de la charge parasitaire et une infection |étale
(Blisset al., 2001).

11.5.2.1.2 Les monocytes

Les monocytes sont également nécessaires a la résistance contre la toxoplasmose. Les
souris déficientes en récepteur CCR2 pour MCPL, nécessaire au recrutement des monocytes
au site de l'infection, sont sensibles a I'infection toxoplasmique (Robben et al., 2005)
(Benevides et al., 2008) (Dunay et a., 2010). Les monocytes inflammatoires sont aussi
capables de produire I'lL-12 in vitro et in vivo lorsgu'ils sont stimulés par T. gondii (Robben et
al., 2005) (Aldebert et al., 2007). Ces cellules contribuent au contréle direct de T. gondii viala
production d'oxyde nitrique (NO), qui inhibe la réplication du parasite (Dunay and Sibley,
2010). A I'appui de ce moddle, il a été démontré que les monocytes inflammatoires expriment
la synthétase inductible de I'oxyde nitrique (iINOS), I'enzyme responsable de la production du
NO. In vitro, les monocytes sont capables d’inhiber la réplication de T. gondii ou de les lyser
(Mordue and Sibley, 2003). En outre, les souris KO en CCR2 -/- (récepteur de CCL2)
infectées par de faibles doses de T. gondii par voie orale succombent environ 3 a 4 semaines
aprés l'infection; ceci est associé a une diminution de I'expresson d'iNOS et a une
augmentation de la charge parasitaire dans le SNC (Benevides et al., 2008). Bien que les
monocytes soient clairement critiques a la survie des souris au cours de la toxoplasmose, leur

réle ne se limite pas a la production du NO ; des souris déficientes en iINOS survivent a
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I"infection aigué (Robben et a., 2005) (Dunay et a., 2010). Les monocytes produisent aussi
de I'lL-1 en réponse a des antigenes solubles de T. gondii (Gazzinelli et al., 1995). Ce facteur
peut améliorer les mécanismes effecteurs anti-toxoplasmiques dans les macrophages et les
astrocytes in vitro (Hammouda et al., 1995) (Halonen et al., 19984). De plus, I'lL-1 réagit en
synergie avec I'lL-12 pour promouvoir la production de I'lFN-y a partir des cellules
immunitaires de la réponse innée et adaptative (Hunter et al., 1995) (Shibuya et a., 1998). Il
est également possible que les monocytes soient capables de se différencier en cellules
dendritiques, pour induire des réponses immunitaires adaptatives (Dominguez and Ardavin,
2010), ou en macrophages qui peuvent alors contréler I'infection par des mécanismes immuns
dépendants de GTPase (Zhao et a., 2009).

[1.5.2.1.3 Les macrophages

[l a éé démontré in vitro que les macrophages activés par I'lFN-y limitent la
croissance parasitaire via un mécanisme NO dépendant (Figure 12). Des études in vitro ont
montré que les macrophages de la moelle osseuse ont la capacité d'induire I’inhibition de la
multiplication des tachyzoites via I'iNOS et |'arginase-1. Le role de la protéine iINOS a été
défini dans l'inhibition a long terme de la multiplication des parasites a l'intérieur des
macrophages (Schroeder et al., 2013). Toutefois, I'lGTP est également nécessaire a la
destruction des tachyzoites par des macrophages activés par I'lFN-y (Butcher et al., 2005)
(Ling et a., 2006). Des études utilisant des macrophages péritonéaux de souris sensibilisées
avec des tachyzoites ont montré que I'lGTP semble étre un médiateur important pour éliminer
les parasites via un mécanisme dépendant de I'lFN-y, provoquant la diminution des VPs et la
perturbation de la membrane plasmique du parasite (Ling et al., 2006).

11.5.2.1.4 Les cellules Natural Killer (NK)

Les cellules Natural Killer (NK) représentent une autre population de cellules
impliquées dans I'immunité innée contre T. gondii. Elles produisent I'lFN-y et le TNFa, qui
vont aleur tour activer les cellulesinfectées afin d' @iminer les pathogénes intracellulaires.

Les souris déficientes en lymphocytes T présentent une résistance contre I’ infection,
en raison de la capacité des cellules NK a produire de I'lFN-y pendant |a phase aigué de
I"infection (Johnson et al., 1993) (Denkers et al., 1993) (Hunter et al., 1994). L'importance
des cellules NK au cours de la phase précoce de I’ infection toxoplasmique a été illustrée dans
I’ étude de Khan et al. montrant que les souris déficientes en CCR5 présentent une mauvaise
infiltration des cellules NK lors d'une infection par T. gondii. Le transfert de cellules NK
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CCR5" a abouti a la restauration des réponses inflammatoires adéquates conduisant ainsi a
une production accrue de cytokines (Khan et a., 2006). La plupart des éudes se sont
concentrées sur les premiers événements qui controlent I'activité des cellules NK, conduisant
a un modele dans lequel I'lL-12 est produite par d'autres cellules innées (les neutrophiles, les
monocytes et les cellules dendritiques). Ces cellules favorisent la production de I'lFN-y par les
cellules NK (Gazzinelli et al., 1993) (Hunter et al., 1995). En plus de I'lFN-y, ces cellules
produisent I'IL-10 au cours de I’infection par T. gondii (Perona-Wright et a., 2009) (Wagage
et al., 2014). Cette cytokine est importante pour le contrdle de I’'inflammation lors de
I"infection. Ceci est confirmé par des souris déficientes en IL-10 qui meurent pendant la phase
aigué de I'infection par T. gondii. Leur taux de mortalité est associé au développement d'une
immunopathol ogie grave médiée par une réponse immunitaire Thl dans le foie (Gazzinelli et
al., 1996) et dans l'intestin (Suzuki et al., 2000). Les cellules NK humaines et murines peuvent
egalement étre cytotoxiques pour les cellules infectées par T. gondii (Subauste et al., 1992).
Les cellules NK sont infectées par |le parasite apres la lyse des cellules infectées, ce qui peut
favoriser la dissemination du parasite (Persson et al., 2009). Les cellules NK peuvent aussi
servir a promouvoir les réponses immunitaires adaptatives. En absence de lymphocytes T
CD4", les cellules NK peuvent accomplir leur role en augmentant la production de I'lL-12 par
les cellules dendritiques (Combe et a., 2005) (Guan et al., 2007).

[1.5.2.1.5 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques jouent un réle central dans la présentation de I'antigéne aux
lymphocytes T au cours d’ une réponse immunitaire Thl et lors de la différenciation de lavoie
Th2 (Figurel3) (Bourguin et al., 1998) (Dimier-Poisson et al., 2003). Les cellules
dendritiques activées subissent un changement dans |'expression des récepteurs de surface de
chémokines. Ces derniers vont étre stimulés par différents médiateurs immuns et vont induire
la différenciation des cellules T naives (Banchereau et a., 2000). Les cellules dendritiques
acquiérent |’ antigene dans les ganglions lymphatiques. Ceci est suivi par |I’expression de la
molécule du complexe majeur dhistocompatibilité (CMH) qui sert a la présentation de
I’ antigene aux lymphocytes T (Itano and Jenkins, 2003) (Itano et al., 2003).

Les cellules dendritiques exposées in vivo a un extrait de tachyzoites de T. gondii
deviennent insensibles au parasite. Ce phénomene, appelé «la paralysie des cellules
dendritiques » est initié par le parasite afin de moduler la réaction inflammatoire pendant la

phase aigué de I’infection (Aliberti et al., 2002a). Ce mécanisme repose sur la production de
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lipoxine A4, un inhibiteur de I'acide arachidonique de I'inflammation (Aliberti et al., 2002a)
(Aliberti et al., 2002b).

Au cours de I'infection toxoplasmique chronique, les cellules dendritiques sont une
source majeure dans la production d’IL-12 dans les organes infectés dont le SNC (Aliberti et
al., 2004). Des expériences chez la souris ont montré que I’ IL-12 est produite essentiellement
par les cellules dendritiques CD8+ (Mashayekhi et al., 2011). La production de I'lL-12 par les
cellules dendritiques pourrait nécessiter ou non la formation du complexe CD40 - CD40L
(Seguin and Kasper, 1999) (Subauste and Wessendarp, 2000) (Schulz et al., 2000). En outre,
les cellules dendritiques sont également activées par les TLR. Toxoplasma gondii conduit a
I’activation des cellules dendritiques conventionelles (cCD) ains que des cellules
dendritiques plasmacytoides (pCD) (Pepper et a., 2008). Ces cellules expriment fortement les
CMHII et les molécules nécessaires al’ activation de la différenciation des lymphocytes T en
LT CD4+. Les pCD une fois activées par T. gondii ont la capacité de produire des niveaux
ééves d'IL-12. Ceci indique que ce type cellulaire a un réle important dans la production des

cytokines nécessaires al’ éimination du parasite (Pepper et al., 2008).

*  Présentation de |’ antigene aux cellules T :

Les cellules dendritiques sont des cellules spécialisées dans la présentation de
I’ antigene aux cellules du systeme immunitaire. Elles activent les cellules T CD8+ et CD4+
respectivement viales CMHI et CMHII afin de développer une immunité protectrice contre T.
gondii (Mellman and Steinman, 2001). Durant les deux phases de I'infection, aigué et
chronique, la multiplication de T. gondii est controlée essentiellement par les cellules T
CD8+ ; ceci montre que I’ antigéne est présenté majoritairement par le CMHI (Parker et a.,
1991). Les cellules dendritiques infectées in vitro par des tachyzoites activent la prolifération
des cellules T CD8+ viala présentation de I’ ovalbumine (antigéne de T. gondii) (Dzierszinski
et a., 2007). Les cellules dendritiques activees par la profiline (un autre antigene de T. gondii)
activent les cellules CD4+ via I’interaction avec le TLR11 (Yarovinsky et al., 2006). Parmi
les populations de cellules dendritiques, celles qui sont impliquées dans ce processus sont les
CD8a+, CD11b+ et pCD. Les pCD sont impliquées dans la réponse initiale a T. gondii
(Pepper et al., 2008). Ce sous-groupe de CD exprime a des niveaux élevés le CMHII et
produit les molécules de co-stimulation nécessaires al’ activation les cellules T CD4+ (Pepper
et a., 2008). Les pCD jouent un réle maeur au cours de la réponse innée activee pour le

contrble de T. gondii. Cependant, I’activation des pCD et la production de I'lL-12 sont
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étroitement liées au TLR11. Les souris deficientes en TLR11 présentent une chute de
production d’'IL-12 et une augmentation des kystes toxoplasmiques (Koblansky et al., 2013).
Le TLR11 pourrait en outre agir avec le TLR12 seulement dans les cellules hématopoiétiques.
Ce complexe induit I’ activation de la voie NF-KB, puis la production de I'lL-12 dans les CD
stimulées par un antigéne de T. gondii (TgPRF) (Koblansky et al., 2013). Chez les souris
deficientes en TLR11, une réponse immunitaire protectrice peut étre developpée par pCD via
I"interaction du TLR12 et de TgPRF. Ce complexe va induire |’ activation des cellules NK et
ains laproduction de !’ IFN-y (Hunter et a., 1997) (Koblansky et a., 2013).
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Figure 13: Schéma représentatif de |’ activation de lavoie de Th2 par T. gondii.

11.5.2.2 La réponse immunitaire adaptative

L'importance des réponses immunitaires adaptatives pour la résistance a T. gondii au
cours de l'infection toxoplasmique humaine est demontrée par la sensibilité accrue des
patients présentant des défauts primaires ou acquis dans la fonction des cellules T. Dans le
modé&e murin, les souris déficientes en lymphocytes B, lymphocytes T CD4" ou T CD8"
survivent ala phase aigué de I'infection, mais en phase chronigue présentent une susceptibilité
accrueaT. gondii (Denkerset al., 1997) (Kang et al., 2000).
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Les cellules de la réponse immunitaire adaptative
11.5.2.2.1 Les cellules CD4*

Les cellules T CD4" sont essentielles a la réaction immunitaire durant une infection
toxoplasmique. Cela a été défini chez les patients immunodéprimeés VIH positifs (Israglski
and Remington, 1988) et dans des modeles murins. Chez la souris, I'absence de lymphocytes
T CD4" a été associée a une susceptibilité accrue a T. gondii au cours de la phase chronique
de l'infection (Johnson and Sayles, 2002). Les lymphocytes T CD4" présentent plusieurs
fonctions dans la médiation de la résistance de la toxoplasmose via leur activité
complémentaire aux cellules CD8" et aux cellules B (Figure 14) (Johnson and Sayles, 2002)
(Lutjen et al., 2006).

> Lescellules T CD4" sont implicquées dans le contrdle de I’ infection chronique via leur
capacité aproduire I'FN-y et aexprimer le CD40L (CD154) ; ce dernier est nécessaire
a la reconnaissance de I antigéne présenté par les CPA (Figure 12) (Gazzinelli et al.,
1992) (Portillo et ., 2010).

> L'initiation des réponses des lymphocytes T nécessite que les cellules T CD4" et les
cellules T CD8" naiives reconnaissent les CPA portant leur antigéne correspondant sur
les CMH | ou CMH |1 (Figure 14).

Les lymphocytes B, les macrophages et |es cellules dendritiques sont tous capables de
présenter I'antigéne aux lymphocytes T CD4" (Jenkins et al., 2001). Des études in vitro ont
montré que les cellules dendritiques murines sont capables de présenter aux lymphocytes T
CD4" un antigéne dérivé de parasites vivants ou issu d’'un parasite détruit par la chaleur
(Goldszmid et al., 2009). L'antigene peut étre aussi acquis par les CPA atravers des processus
dinvasion (Koshy et al., 2010).

11.5.2.2.2 Les cellules CD8*

Les antigénes sécrétés par T. gondii sont préférentiellement présentés aux
lymphocytes T (Gregg et al., 2011). La réponse des lymphocytes T CD8" a T. gondii est
maintenue par les lymphocytes T CD4" au cours de la phase chroniquede I’infection par T.
gondii (Figure 14) (Combe et ., 2005) (Lutjen et a., 2006).
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La réponse des lymphocytes T CD8" est considérablement diminuée suite a une
infection par la souche virulente de type | (Tait et al., 2010). La cause de la diminution de la
réponse des lymphocytes T CD8" pourrait étre due au facteur de virulence parasitaire ROP18
sur la cellule héte, activant ainsi le facteur de transcription 6 B (ATF6B), qui conduit a sa
dégradation (Y amamoto and Takeda, 2012). Les souris déficientes en ATF6p et infectées par
T. gondii présentent une réponse dérégulée des lymphocytes T CD8". Lorsqu'elles sont
infectées par une souche RH déficiente en ROP18, ces souris induisent une forte production
d'IFN-y & partir de lymphocytes T CD8" par rapport aux souris infectées par la souche RH
sauvage. La réponse des lymphocytes T CD8" peut également étre diminuée en réponse a une
déficience des cellules dendritiques lors d'une infection par la souche RH (Jordan et al.,
2010). Cependant, le transfert d'un grand nombre d'antigénes spécifiques aux lymphocytes T
CD8" est capable de réduire la charge parasitaire au cours de I'infection par la souche RH. I
semble probable que la réponse des lymphocytes T CD8" dépende de la virulence de la souche
(Tait et a., 2010).

[1.5.2.2.3 Les cellules Th17

Les cellules T régulatrices (Treg) et les cellules de type T-helper 17 (cellules Th17)
sont deux sous-ensembles distincts des cellules T CD4+. Lescellules Th1l7 décrites comme
étant CD4+ CD17+, produisent de I'lL-17 qui participe a l'induction de I'inflammation
(Crome et al., 2010). Une étude a montre le réle pathogene potentiel des cellules Th17 dans
I'inflammation du SNC lors de I’encéphalite toxoplasmique (Kelly et a., 2005). Chez les
souris infectées par T. gondii, la deficience en IL-17 a conduit a des taux de mortalité plus
élevés que chez les souris témoins (Kelly et a., 2005). Ces souris ont une faible charge
parasitaire et une infiltration normale des neutrophiles (Kelly et al., 2005). Ceci suggére
I’ existence d’ une interaction d autres cytokines impliquées dans la réponse Th17. Stumhofer
et al. ont montré que la déficience des souris infectées en I1L-27 montrent une forte réponse de
Th17 acompagnée d une neuro-inflammation sévére (Stumhofer et a., 2006). Ces données
indiquent que les réponses Th1l7 peuvent contribuer a I'inflammation persistante dans les
organes affectés par T. gondii. Plusieurs éudes ont mis en evidence leréle de I'lL-17 dans la
réaction inflammatoire. En effet, cette cytokine favorise la production locale de I’IL-6, I'IL-1,
TNFa, NO et des chémokines pro-inflammatoires (Afzali et al., 2007) (Ye et a., 2001).
Comme I'IL-17 intervient dans plusieurs maladies autoimmunes, il a éé suggére par plusieurs

auteurs qu'il pourrait étre une bonne cible thérapeutique pour une infection toxoplasmique
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oculaire. La déétion de I'lL-17A chez une souris infectée a montré une diminution de
I”invasion des neutrophiles et une réduction des lésions inflammatoires locales dans I’iléon
(Guiton et a., 2010). La neutralisation de I’ IL-17A ainduit une diminution de I"'inflammation
intraoculaire et une réduction de la charge parasitaire (Sauer et al., 2012). Ceci confirme

I”implication de laréponse Th17 au cours de |’ infection toxoplasmique oculaire.

[1.5.3 L’ immunité humorale

Il est reconnu depuis longtemps que I'infection par T. gondii conduit & la synthese
d’ anticorps dirigés contre le parasite (Sabin and Feldman, 1948). Le rOle essentiel des
anticorps dans I'immunité contre T. gondii est démontré avec des souris déficientes en
lymphocytes B. Ces souris présentent une sécrétion normale d’'IFN-y, mais succombent a
I'infection 3 & 4 semaines aprés I'infection. Cette mort est associée a des charges élevées de
parasites dans le SNC (Kang et a., 2000). La diminution du taux d'anticorps peut
S accompagner d une augmentation de la sensibilité a T. gondii (Johnson and Sayles, 2002).
Des études in vitro ont montré que les anticorps peuvent favoriser la phagocytose des
parasites, bloquer leur invasion et auss activer la voie classique du complément (Schreiber
and Feldman, 1980) (Erbe et al., 1991). Le rble in vivo de I'activation du complément est
illustré par le traitement des souris avec un anticorps qui neutralise la protéine du compl ément
C3, cequi conduit & une sensibilité accrue al’ infection toxoplasmique (Johnson et a., 1996).
Les cellules T CD4" sont nécessaires a I’ activation des lymphocytes B (Figure 14), comme
cela a été mis en évidence par une étude réalisée sur des souris déficientes en lymphocytes T
CD4". Ces souris ont présenté de faibles taux de production d'anticorps spécifiques du
parasite, indiquant que le défaut de la réponse anticorps contribue probablement a la
dérégulation du contréle de la multiplication parasitaire (Johnson and Sayles, 2002).
Cependant, apres la restauration du meécanisme, les souris reprennent la production

d’ anticorps spécifiques (Johnson and Sayles, 2002).
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Figure 14: Schémaillustrant les réponses immunitaires adaptatives, cellulaires et humorales
activées durant une infection par T. gondii.

1.6 Laréponseimmunitaire cérébrale
11.6.1 L’ immunité liée au systéme nerveux central

Le systeme nerveux central est éroitement lié au systeme immunitaire a plusieurs
niveaux. Le parenchyme ceéréoral est separé de la périphérie par la barriere hémato-
encéphalique (BHE), dont l'intégrité est maintenue par des jonctions endothéliales serrées.
Cette barriére dans les conditions normales empéche I'entrée des médiateurs tels que les
leucocytes activés, les anticorps, les facteurs du complément et les cytokines. La lignée
cellulaire myéloide joue un role crucial dans le dével oppement des réponses immunitaires au
niveau central, elle comprend deux sous-types principaux: les cellules microgliales, réparties
dans le parenchyme cérébral ; les macrophages périvasculaires situés dans les capillaires du
cerveau de lalame basale et |e plexus choroide.

Par ailleurs, les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules endothéliales et |es neurones sont
auss impligués dans la réponse immunitaire dans le SNC. En modulant la synaptogenéese, les
cellules microgliales sont plus particuliérement impliquées dans la restauration de la
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connectivité neuronale suite a une inflammation. Ces cellules libérent des mediateurs
immunitaires, tels que les cytokines, qui modulent la transmission synaptique et qui modifient
la morphologie des épines dendritiques au cours du processus inflammatoire apres une lésion.
Ainsi, I'expression et la libération de médiateurs immunitaires dans le parenchyme cérébral
sont étroitement liées aux changements morphophysiologiques plastiques dans les épines
dendritiques des neurones. En ce basant sur ces donneées, il a été proposé gque ces meédiateurs

immunitaires sont également impliqués dans les processus d'apprentissage et de mémoire.

La microvascularisation est un élément clé des dommages cérébraux. Les cellules
endothéliales constituent une source importante de médiateurs immunitaires tels que les
prostanoides et le NO, qui sont impliqués dans le processus d'adhésion cellulaire immunitaire
(Sternberg, 2006). Les dommages a la BHE peuvent conduire a une perméabilité accrue, qui
facilite I'acces des leucocytes au parenchyme cérébral. La libération des meédiateurs de
I'inflammation et des neurotoxines endogenes et la promotion de la phagocytose des débris
cellulaires (Sternberg, 2006).

Les cellules microgliales activées en exces peuvent provoquer I'expression du CMHII.
Cette molécule facilite I'implication de ces cellules dans les réponses immunitaires.
L’ activation des cellules microgliales influence fortement le profil de cytokines libérées par
deux mecanismes distincts: les récepteurs de reconnaissance et I'activation de la réponse
immunitaire (John et al., 2003). L'activation des monocytes et des macrophages représente un
élément important de la réponse immunitaire innée; elle induit la production de cytokines
pro-inflammatoires et des chémokines comme I'IL-8, MCP-1 (Monocyte Chimoattractant
Protein), MIP-1a et MIP-1p (Macrophage Inflammatory Proteins). Des cytokines régulatrices
peuvent auss étre activées au sein du SNC, telles que I'lIL-4 et I'IL-10 (John et al., 2003).
L expression du CMHII et des molécules d'adhérence (CD11a, CD40, CD54, CD80, CD86)
dans les cellules microgliales activées, indique que ces cellules peuvent acquérir |'activité de
présentation de I’ antigéne et participer dans I activation des les cellules T (Benn et al., 2001)
(Goverman, 2009). Ceci suggere |'existence d'un réseau d'interactions complexes reliant les
cellules microgliales, les astrocytes et les cellules T ; ce qui crée un équilibre entre les signaux
Th1/Th2, qui définit la réponse immunitaire du systeme nerveux central (Benn et al., 2001)
(de Araujo et al., 2009).
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Le role des astrocytes dans le SNC est encore plus complexe que celui des cellules
microgliales. Les astrocytes sont divisés en deux principaux sous-types. les astrocytes fibreux
situés dans la substance blanche; |es astrocytes protoplasmiques situés dans la substance grise.
Ces dernieres contribuent a la formation de la BHE (Sternberg, 2006) (Truckenmiller et al.,
2005) (Kerschensteiner et a., 2009). Les astrocytes agissent également comme des
neuroprotecteurs en seécrétant des neurotrophines et en libérant des molécules pro-
inflammatoires potentiellement toxiques (Sternberg, 2006).

Le troisieme type de cellules gliales est les oligodendrocytes. Ce type cellulaire
participe activement a la myélinisation des neurones. Il est sont également impliqué dans la
secrétion des mol écules inflammatoires spécifiques (Chavarria and Alcocer-Varela, 2004).

11.6.2 L’ invasion de T. gondii dans |e cerveau

Dans le cerveau, les cellules dendritiques et les monocytes sont les cellules les plus
permissives a I’infection toxoplasmique initiale (Channon et al., 2000). Ces populations
cellulaires jouent probablement un role important dans la diffusion du parasite, y compris
dans le cerveau. Les cellules dendritiques CD11c” CD11b’ infectées favorisent la diffusion du
toxoplasme de la lamina propria aux ganglions lymphatiques mésentériques. Les monocytes
CD11c" CD11b sont la principale population de cellules qui contient les tachyzoites dans le
sang (Courret et a., 2006). Toxoplasma gondii a été détecté dans les cellules mononucl éées
de souris infectées un jour aprés avoir regu une injection intraveineuse de cellules CD11b"
(Courret et al., 2006) (Lambert et al., 2006).

La capacité de migration transepithéliale des tachyzoites est impliquée dans le passage
du parasite a travers la barriére hémato-encéphalique (BHE). Ceci pourrait se faire grace a
I"interaction de la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM- 1) des cellules de la BHE
avec la protéine MIC2 du parasite (Barragan et al., 2005). Cette interaction est importante
pour la transmigration des tachyzoites, comme démontré in vitro dans des monocouches de
plusieurs lignées cellulaires différentes (Barragan et al., 2005).

Les macrophages sont aussi responsables de la dissemination de T. gondii dans le
cerveau (Figure 15) (Suzuki et a., 2005) (Schaeffer et al., 2009) (Ploix et al., 2011). La
migration des macrophages infectés dans le SNC est médiée par la voie uPA/UPAR et
I’ expression des métalloprotéinases 9 (MMP9) (Schuindt et al., 2012).
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Dans le cerveau de souris pendant |a phase aigué de I'infection, les tachyzoites de T.
gondii sont capables d'infecter toutes les cellules cérébrales, principalement, les cellules
microgliales, les astrocytes et |es neurones. Cependant, les cellules microgliales ont tendance
aréagir contre le parasite. Ces cellules inhibent la croissance de T. gondii et peuvent donc
fonctionner comme des inhibiteurs importants de propagation de T. gondii dans le SNC par
des mécanismes indépendants du NO et d'IFN-y ; mais ceci n’empéche pas T. gondii de
pouvoir s enkyster dans ces cellules (Luder et a., 1999) (Freund et a., 2001). Les astrocytes
et les neurones de rat sont également des cellules hétes appropriées pour la prolifération intra-
cérébrale de la souche PLK (type 1) (Luder et al., 1999). Ces cellules peuvent héberger les
tachyzoites et les kystes de T. gondii pendant les deux phases respectives de I'infection
(Haroon et al., 2012) (Contreras-Ochoa et a., 2013). Les astrocytes ont de plus la capacité de
contréler la prolifération des tachyzoites pendant la phase aigué de I'infection. Dans les
neurones, la présence de tachyzoites ou de bradyzoites modifie le fonctionnement des
neurones infectés. Ces modifications vont favoriser la persistance du parasite (Haroon et a.,
2012).

11.6.3 Laregulation du mécanisme immunitaire cérébral lors de I’ infection par

T. gondii

Aprés que T. gondii ait pénétré dans le SNC a travers la BHE, une réponse
immunitaire cérébrale est déclenchée contre le parasite. Les données expérimentales sur des
modéles animaux montrent que la réponse immunitaire de type Thl est activee contre T.
gondii afin de contréler laréplication du parasite dans le cerveau. Dans e modée murin, cette
réponse immunitaire conduit a la production d'IFN-y aprés l'infection par la souche ME49
(type 11) (Denkers and Gazzinelli, 1998) (Lieberman and Hunter, 2002) (Denkers et al., 2004).
Cette cytokine est le principal médiateur de la résistance au parasite dans le modée murin.
Les souris déficientes pour le récepteur de I'lFN-y ou celles qui sont neutralisées par un
anticorps anti-1FN-y, sont incapables de contrdler I’infection toxoplasmique aigué (Scharton-
Kersten et a., 1996; Suzuki et al., 1988). Au cours de cette réponse de I'hGte, d'autres
cytokines et des chémokines sont produites. Ces dernieres peuvent favoriser l'infiltration de
cellulesimmunitaires vers le site de I'infection (Schluter et al., 2001).
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Les lymphocytes T et I'lFN-y sont essentiels pour le maintien de la latence de
I'infection chronique dans le cerveau et la prévention de la réactivation de I'infection latente.
L'activité protectrice des lymphocytes T (CD4*, CD8") se traduit par la production d'IFN-y
(Figure 15) (Wang et al., 2004). L'activité protectrice de ces cellules a été démontrée lors d’ un
transfert de cellules immunitaires T, qui a conféré une protection contre la réactivation d une
toxoplasmose cérébrale chez une souris déficiente en IFN-y (Kang and Suzuki, 2001).
Cependant, la présence des lymphocytes T CD4" et T CD8" semble étre critique pour le
maintien along terme de la latence de I'infection toxoplasmique chronique dans le cerveau.

En outre, 'ARNmM codant pour I'lFN-y a également été détecté dans les cerveaux de souris
infectées par le toxoplasme et déficientes en cellules NK. Ceci suggere que I'ITFN-y pourrait
étre produit par des cellules non-T et des cellules non-NK. Cette production est importante
pour le maintien de la toxoplasmose chronique dans le cerveau des souris (Kang and Suzuki,
2001). Les cellules microgliales et les macrophages sont identifiés comme les principales
cellules non-T et non-NK qui expriment I'lFN-y dans les cerveaux de souris infectées par T.
gondii (Figure 15) (Suzuki et al., 2005) (Wang and Suzuki, 2007). Par conséquent, il est
possible que la production de I'FN-y par ces cellules joue un rdle important dans la
prévention de la toxoplasmose cérébrale. Les cellules microgliales jouent un réle important
d’ une part dans le systeme de défense innée qui limite la prolifération parasitaire et d’ autre
part en régulant la production des chémokines qui facilitent I'accumulation de lymphocytes T
au site de multiplication parasitaire (Figure 15) (Fischer et al., 1997b). Les astrocytes murins
ont également été impliqués dans I’inhibition de la croissance de la souche de toxoplasme
NTE (type Il) in vitro (Halonen et al., 1998b). Les astrocytes infectés par ME49 (type 1)
produisent del'lL-1, de|’IL-6 et du GM-CSF (Fischer et a., 1997b).

Durant la réponse immunitaire innée, les cellules dendritiques, les macrophages et les
neutrophiles produisent I'lL-12 en réponse a I'infection par T. gondii. Cette cytokine est
essentielle pour la production de I'IFN-y (Figure 15). La neutralisation de I'lL-12 avec des
anticorps dirigés contre cette cytokine a entrainé une mortalité de 100 % des souris infectées
avec une souche avirulente de T. gondii, la mortalité a été associée a une diminution de la
production d'1FN-y (Gazzinelli et al., 1994). Par ailleurs, I'lL-12 est également importante
pour le maintien de la production d'IFN-y par les lymphocytes T durant une infection
chronique (Y ap et a., 2000). La production de I’IL-12 est régulée par la lipoxine A4 (LXA4),
afin d'éviter des réactions inflammatoires pathogenes dans le cerveau au cours de la phase
chronique de I'infection par T. gondii (Figure 15). Ceci a été démontré par la forte production
de LXA4 dans le sérum des souris lors d'une infection toxoplasmique chronique. La 5-

64



lipoxygénase (5-LO) est une enzyme essentielle dans la production de LXA4, les souris
déficientes en 5-LO ont succombé a I'infection au cours de la phase chronique, présentant
ains une réaction inflammatoire cérébrale (Aliberti et a., 2002b). La LXA4 est importante
pour la régulation négative des réponses pro-inflammatoires au cours de la phase chronique
de l'infection par T. gondii. Des études ont montré que les lipoxines activent deux récepteurs
(AhR et LXAR) dans des cellules dendritiques. Cette activation déclenche I'expression du
suppresseur de la signalisation de cytokine (SOCS)-2. Les souris déficientes en SOCS-2
succombent a I'infection chronique par T. gondii. Ceci s accompagne d’ une forte production
del’IL-12, I''FN-y et de laréduction des kystes cérébraux (Machado et al., 2006).

Bien que les réponses immunitaires Thl jouent un réle essentiel dans la résistance a

I'infection par T. gondii, des réponses immunitaires de type Th2 sont également impliquées
dans I'immunité protectrice. L’ I1L-4 joue un réle majeur dans |le développement de |a réponse
immunitaire cellulaire et dans la différenciation des cellules T en cellules de type Th2. Durant
la phase chronique de I'infection toxoplasmique, I'IL-4 inhibe la production des médiateurs
pro-inflammatoires afin d’empécher le développement des inflammations locales, favorisant
la persistance des kystes dans le cerveau. Des souris déficientes en IL-4 meurent au cours de
la phase tardive de I'infection (Suzuki et al., 1996). Dans ces souris, une étude histologique
révéle des zones d'inflammation aigué locales associées a la multiplication des tachyzoites
dans le cerveau (Suzuki et a., 1996). Ces résultats indiquent que I'lL-4 est protecteur contre le
développement de I’ encéphalite toxoplasmique en empéchant la formation de kystes et la
prolifération des tachyzoites dans le cerveau.
L’action de I'lL-4 durant la phase chronique de I'infection est renforcée par la production
d'IL-10 par les lymphocytes T (Suzuki et al., 1996). L'IL-10 exerce également un role
immuno-modulateur régulant la réponse immunitaire inflammatoire de type Thl (Figure 15)
(Kuhn et a., 1993). Les souris déficientes en IL-10 et traitées avec la sulfadiazine
développent des réponses inflammatoires mortelles au niveau du cerveau lors de I'étape
tardive de I'infection (Wilson et al., 2005). L'IL-10 est importante pour la survie des souris au
cours des phases aigué et chronique de I'infection. Ceci est confirmé par la neutralisation de
cette cytokine dans des souris infectées par T. gondii (Jankovic et al., 2007) et suite a la
vaccination des souris par des antigenes de T. gondii (E/SA) (Abdollahi et al., 2013).
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infection toxoplasmique cérébrale chez la souris.
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11.6.4 Les cellules effectrices du cerveau

[1.6.4.1 Les cellules microgliales

Cette population de cellules représente les macrophages du SNC qui pourraient avoir
un role majeur dans le contréle de I’infection toxoplasmique cérébrale. En effet, les cellules
microgliales humaines et murines ont la capacité d’'inhiber la prolifération des tachyzoites
intracellulaires aprés une stimulation par I'lFN-y et le lipopolysaccharide (Chao et al., 1993b)
(Chao et al., 1994). Les cellules microgliales humaines peuvent également exercer cette
inhibition aprées un traitement par le TNF-a et I'1L-6 (Chao et al., 1994). Ces cellules une fois
activées inhibent la réplication parasitaire via la secrétion du NO (Figure 15) (Chao et al.,
1993a). En effet, chez la souris, les mécanismes de résistance peuvent étre dépendants ou
indépendants du NO (Freund et al., 2001), contrairement aux cellules microgliales humaines
dont I’activité inhibitrice n'est pas dépendante du NO (Chao et al., 1994). Les cellules
microgliales peuvent étre activées pour inhiber la multiplication intracellulaire des tachyzoites
suite a un traitement par le GM-CSF (Fischer et al., 1993) et le facteur de croissance de
transformation - B (TGFB ) combiné al'lFN-y (Chao et a., 1993b). Ceci a éé confirmé par la
détection de I’ARNmM codant pour ces deux protéines dans le cerveau de souris infectées
(Hunter et al., 1992) (Deckert-Schluter et al., 1995).

En outre, in vivo, I'lFN-y stimule la production du TNF-a par les cellules microgliales

de souris infectées par T. gondii (Figure 15) (Deckert-Schluter et al., 1999). L’IFN-y induit
egalement I'expression du CMH de | et 11 dansles cellules microgliales (Hermes et al., 2008).
Une exposition des cellules microgliales au parasite (6 h ou 44 h) ainduit une diminution de
I’ expression de la molécule CMH Il (Luder et al., 2003) (Dellacasa-Lindberg et a., 2011), ce
qui pourrait affecter éventuellement I’ activation des cellules T. Le traitement de ces cellules
par I'lFN-y ne restaure pas le mécanisme de |’ expression du CMH 11 (Dellacasa-Lindberg et
al., 2011).
En plus de leur rble dans I'immunité anti-parasitaire, les cellules microgliales ont un role dans
la dissemination de T. gondii dans le SNC (Dellacasa-Lindberg et a., 2011). En effet, les
cellules microgliales infectées par T. gondii présentent une hypermotilité aléatoire en
|’ absence de stimuli chémoattractifs (Dellacasa-Lindberg et al., 2011).
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11.6.4.2 Les astrocytes

Les astrocytes représentent une autre population de cellules impliquées dans la
prévention de la multiplication de T. gondii dans le cerveau (Figure 15). Les astrocytes
humains inhibent la prolifération intracellulaire de tachyzoites par le NO suite a un traitement
par I''FN-y et I'lL-1p (Peterson et a., 1995). Il a éé décrit également que les cellules
humaines provenant d'astrocytome réduisent la multiplication intracellulaire du parasite viale
TNF-o (Pelloux et al., 1996). Les astrocytes murins sont également capables dinhiber la
prolifération des tachyzoites in vitro. Le prétraitement des astrocytes murins avec |’IFN-y
aboutit & 65 % de diminution de la réplication des tachyzoites (Halonen et a., 1998a).
Contrairement aux astrocytes humains, I'effet inhibiteur des astrocytes murins n'est pas
dépendant du NO (Peterson et al., 1995) maisde I’ Irgm3 (IGTP), I'une des GTPases de la p47
(Halonen et a., 2001). L’ infection des astrocytes par des tachyzoites induit une accumulation
de multiples GTPases de lap47, y compris|’Irga6 (11GP1) et I'| GTP dans des VP (Martens et
a., 2005). L'IGTP et I'llIGP1 sont impliquées dans le processus d'inhibition de la
multiplication des tachyzoites de T. gondii dans les astrocytes murins via I'lFN-y (Melzer et
al., 2008). L'importance des astrocytes dans le contréle de T. gondii dans le cerveau a été
démontrée dans des souris déficientes en gpl30, le récepteur de transduction de signal de
I"IL-6 (Drogemuller et al., 2008). Ces souris ont développé une nécrose cérébrale mortelle
associée a la perte des astrocytes GFAP' dans les lésions inflammatoires et & une
multiplication parasitaire incontrolée (Drogemuller et al., 2008). L'expression de la gpl30
astrocytaire est cruciale pour la survie des astrocytes GFAP" dans le cerveau de souris
infectées. Cet effet protecteur de la gpl30 dans les astrocytes semble étre impliqué dans le
contréle de la prolifération des tachyzoites de T. gondii dans le cerveau.
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II1. Objectifsdelathese
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Notre étude consiste a &udier in vitro les mécanismes immunitaires mis en jeu lors

d' une infection toxoplasmique cérébrale humaine. Ce travail comprend deux chapitres :

Dans le premier chapitre nous avons étudié la cinétique des médiateurs immunitaires
pro-inflammatoires produits lors d'une infection in vitro de trois types de cellules nerveuses
humaines (article publié dans le journal Plos One). Ces cellules ont été infectées par deux
types de souches de Toxoplasma gondii pendant 8 h, 14 h, 24 h et 48 h. En paralléle, une
cinétique de multiplication parasitaire a été effectuée dans le but de déterminer I’ effet de la
réponse immunitaire activeée sur la prolifération parasitaire. Les résultats de ce premier travail
expérimental nous ont conduits a étudier I’ effet de I’'lFN-y sur la production des médiateurs
immuns et sur la prolifération parasitaire lors de I'infection des trois types de cellules

nerveuses humaines par les deux souchesde T. gondii (article soumis a Parasitol. Res).

Dans le deuxieme chapitre, nous nous sommes intéressés aux mecanismes de
I’ apoptotose des cellules hotes infectées par le toxoplasme. Nous avons donc étudié les voies
apoptotiques activées ou inhibées dans trois types de cellules nerveuses humaines infectées
par deux souches de T. gondii. Cette infection a été réalisee a 24 h et a 48 h, afin de
déterminer |’ effet du parasite sur la réponse de la cellule hote. Cette partie expérimentale est

précédée d’ une revue de lalittérature sur |” apoptose et |e toxoplasme (Revue en préparation).
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V. Matériel biologique utilisé
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Afin de déterminer les mécanismes immunitaires et apoptotiques mis en jeu lors d’ une
infection toxoplasmique cérébrale humaine, nous avons éudié |’ expression des meédiateurs
immuns et des caspases dans les cellules nerveuses humaines : des cellules microgliales
(CMH5), des cellules endothéliales (Hbmec) et une lignée neuronale issue de neuroblastome
(SH SY5Y). Ces cellules ont été infectées par deux types de souches de Toxoplasma gondii:

RH (type |, virulente chez la souris) et PRU (type I, avirulente chez la souris)

V.1 Cellules
1V.1.1 Cellules microgliales (CMH5)

Les CMH5 (Janabi et al., 1995) (de Gannes et al., 1998) sont des cellules microgliales
humaines (Figure 16), elles ont été gracieusement mises a notre disposition par le Pr P.
Vincendeau, (Bordeaux, France). Ce sont des cellules spécifiqgues du SNC, constituant
lamicroglie. Il a été éabli que les cellules a I’origine de ces CMH5 peuplent le systéme
nerveux au cours du développement embryonnaire et fodal bien avant la naissance, elles
proviennent des monocytes sanguins ayant pénétré le SNC au cours de la seconde moitié du
premier trimestre et tout au long de la premiére partie du deuxieme trimestre. Lors des |ésions

du tissu nerveux, ces cellules peuvent s activer et se transformer en macrophages.

Les CMHS5 sont cultivées dans des flasques de 25 cm? & une densité d' environ 2 x 10°
cellules'mL dans un milieu de culture Dulbecco’'s Modified minimum Essentiel Medium
(DMEM) (Gibco, Cergy Pontoise, France), contenant 0,2 mM de L-cysteine (Sigma-Aldrich,
Lyon, France), 2 mM de L-glutamine (Gibco), 2 mM sodium pyruvate (Gibco), 100 UI/mL de
streptomycine-pénicilline (Gibco), 25 mM d Hepes (Gibco) et 0,1 mM de Mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich). Ce milieu est supplémenté avec 10 % de sérum de veau foetal (SVF)
(Gibco) préaablement décomplémenté a 56° C pendant une heure. Les flasques sont incubées
a 37°C dans une atmosphére humide a 5 % de CO,. Les cellules sont trypsinées dés qu'elles

sont a confluence, en utilisant latrypsine 1X (Gibco).
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Figure 16 : Cellules microgliales (CMH5) (microscopie en contraste de phase ; x 200)

IV.1.2 Cellules endothéliales (Hbmec)

Les cellules endothéliales de moelle osseuse humaine (Hbmec) (Figure 17) ont été
isolées par D. Paulin (Université de Paris 7, France), K. Schweitzer (Université libre
d'Amsterdam, Pays-Bas) et B. Wekder (Weill Medical College de I'Cornell University,
Royaume-Uni) (Schweitzer et al., 1995) (Schweitzer et al., 1997) (Liu et a., 1997). Les
propriétés de ces cellules sont similaires a celles des cellules endothéliales cérébrales. Ceci a
€té défini par rapport a des molécules d'adhésion endothéliales, des marqueurs de surface
cellulaire et des caractéristiques morphologiques. Ce sont des cellules hautement spécialisées
responsables de la formation et des propriétés fonctionnelles de la BHE. Elles se caractérisent
par leur capacité a former des jonctions serrées, ce qui leur permet de jouer un réle de filtre
vis-avis des différentes substances qui peuvent atteindre le SNC.

Les Hbmec sont cultivées dans des flasques de 25 cm?® & une densité d’ environ 2 x 10°
cellules'/mL dans un milieu de culture DMEM (Gibco), contenant : 10 mM d’ Hepes (Gibco),
4,5 g/mL de glucose (Gibco), 2 mM de glutamine (Gibco), 2 mM sodium pyruvate (Gibco),
100 Ul/mL de streptomycine-pénicilline (Gibco), 3500 Ul/mL d héparine (Gibco), 0,15
mg/mL de gentamicine (Gibco) et 2 mM de glycine (Gibco). Ce milieu est supplémenté avec
10 % de SVF (Gibco) préalablement décomplémenté a 56°C pendant une heure. Les flasques
de culture céllulaire sont incubées a 37°C dans une atmosphéere humide a 5 % de CO,. Les

cellules sont trypsinées dés qu’ elles sont a confluences en utilisant latrypsine 1X (Gibco).
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Figure 17 : Cellules endothéliales (Hbmec) (microscopie en contraste de phase ; x 200)
1V.1.3 Lignée cellulaire de neuroblastes humains (SH SY5Y)

Les SH SY5Y sont une lignée cellulaire de neuroblastes humaines issus dun
neuroblastome (Figure 18), qui ont été gracieusement mis a notre disposition par le Pr M.O.
Jauberteau-Marchan (Limoges, France) (Ross et a., 1983). Lalignée cellulaire SH SY5Y est
sous clonée a partir de la lignée cellulaire d’ origine SK-N-SH. Cette population de cellules a
été isolée chez un patient atteint d’un neuroblastome. Les SH SY5Y sont souvent utilisées
comme modéles in vitro de la fonction neuronale dans des recherches sur la maladie
d’Alzheimer. Ces cellules expriment des facteurs de croissances neuronaux, des facteurs
neurotrophiques, des neurofilaments et la neureguline-1 (Agholme et al., 2010) (Agholme et
al., 2014).

Les SH SY5Y sont cultivées dans des flasques de 25 cm? & une densité d’environ 2
x10° cellules'mL dans un milieu de culture RPMI 1640 (Gibco) constitué de : 2 mM de L-
glutamine (Gibco), 2 mM de sodium pyruvate (Gibco), 100 Ul/mL de streptomycine-
pénicilline (Gibco). Ce milieu est complété avec 10 % SVF (Gibco) préalablement
décomplémenté a 56°C pendant une heure. Les flasgues de culture cellulaire sont incubées a
37°C dans une atmosphere humide a5 % de CO,. Les cellules sont dédoublées dés qu’elles
sont a confluence en utilisant du Versen 1X (Gibco).
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Figure 18 : Lignée cellulaire de neuroblastome humaine (SH SY5Y) (microscopie en
contraste de phase ; x 200)

IV.1.4 Les cellules fibroblastes humaines (MRC5)

Les MRCS5 (Figure 19) servent a la production des tachyzoites des deux souches de T.
gondii. Elles sont cultivées dans des flasques de culture cellulaire de 25 cm? & une densité de
2 x 10° cellulesmL dans un milieu de culture Modified Eagl’s medium (MEM) (Gibco)
complémenté par 100 Ul/mL de streptomycine-pénicilline (Gibco), 10 mM d’ Hepes (Gibco),
2 mM de glutamine (Gibco). Ce milieu est supplémenté par 10 % de SVF (Gibco). Les

flasques sont incubées a 37°C dans une atmosphére a5 % de CO..

Figure 19 : Cellulesfibroblastes humaines (MRC5) (microscopie en contraste de phase ;
x 200)
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V.2 Souches par asitair es de Toxoplasma gondii

L es souches parasitaires ont été fournies par le Centre de Ressources Biologiques
Toxoplasma.

IV.2.1 Souche RH

La souche RH est une souche de type |. Cette souche a été isolée chez un enfant en
1939 aux Etats Unis. Elle est tres virulente chez la souris (DL90<10). Son entretien au
laboratoire chez la souris nécessite un passage deux atrois fois par semaine car elle provoque
la mort des souris en 3 & 4 jours. In vitro, sa multiplication est rapide entrainant une lyse

cellulaire des cellules infectées a 48 heures post infection.
1V.2.2 Souche Prugniaud (PRU)

La souche PRU est une souche de type I1. Elle a été isolée en 1964 a Limoges chez un
nouveau-né mort de toxoplasmose congénitale a neuf jours de vie (Martrou, 1964). Elle est
avirulente chez la souris (DL 100=10% (Herrmann et al., 2012), responsable d’ une infection
chronique caractérisée par des kystes toxoplasmiques dans le cerveau des souris. In vitro,
cette souche se multiplie plus lentement. 1l faut environ 15 jours de culture sur cellules MRC5
pour obtenir |e nombre de tachyzoites nécessaire aux expérimentations.

V. 3 Obtention destachyzoites

1V.3.1 L’isolement des kystes de |a souche PRU

L’ obtention des tachyzoites nécessite la mise en culture de kystes cérébraux. Pour
cela, les kystes de la souche PRU sont obtenus a partir de cerveaux de souris Swiss infectées
un mois avant. Les cerveaux de souris infectées sont extraits, broyés et homogénéisés par
plusieurs passages a |I’aide d’une aiguille de calibre 20 dans du MEM 0,1 % (Gibco) Tween
80 (Sigma -Aldrich). Les kystes ont été isolés par un gradient de Percoll (Blewett et al.,
1983). Quatre-vingt dix millilitres de Percoll (Amersham Biosciences, Orsay, France) sont
rendus isotoniques par 10 mL de 10X MEM. Le pH est neutralisé par du HCL a 10 %. Le
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broyat de cerveau est dilué dans du MEM (Gibco) 0,1 % Tween- 80 % (Sigma- Aldrich) ; un
volume de 1,5 mL de Percoll 30 % et un volume de 1,5 mL de 90 % de Percoll ont été
successivement ajoutés sous la suspension. Apres centrifugation (1811 g - 15 min), les kystes
sont récupérés dans la couche de Percoll & 30 %. La suspension est centrifugée pour éiminer
le Percoll restant et le culot récupéré dans du MEM 0,1 % Tween 80. Les bradyzoites de la
souche PRU sont libérés des kystes par action de la trypsine 1X (Gibco) a 37 ° C pendant 10
minutes et récupérés apres centrifugation (1811 g - 15 min).

1V.3.2 Mise en culture des parasites sur cellules fibroblastes (MRC5)

L es tachyzoites de la souche RH sont cultivés sur des MRC5 a confluence. Les MRC5
lysées aprés 48 h sont centrifugées a 804 g pendant 10 min. Le culot est ainsi repris dans un
volume de 1 mL de MEM (Gibco) puis il est mis en culture sur de nouvelles MRC5 a

confluence.

Pour la souche PRU, les bradyzoites sont ensuite cultivés sur des cellules MRC5 a
confluence. Les bradyzoites se transforment en tachyzoites qui vont par la suite se multiplier.
La multiplication de la souche PRU sur MRCS5 est tres lente ; il faut compter 15 a 20 jours de
culture pour avoir le nombre de tachyzoites nécessaire a une infection de cellules nerveuses
humaines sur flasques de 25 cm?. Les flasques de culture cellulaire sont incubées & 37°C dans
une atmosphére humide a5 % de CO,. Dans chague type de cellules infectées par la souche
PRU une Reverse Transcriptase (RT)-PCR semi quantitative spécifique aux bradyzoites a été
réalisée afin de vé&rifier si tous les bradyzoites se sont transformés aux tachyzoites.

V.4 Infection des cellules nerveuses humaines par les souchesde

toxoplasmes

Aprés la multiplication des parasites sur les cellules MRCS, les tachyzoites des deux
souches ont été libérés par la rupture des cellules infectées par des passages des cellules a
travers des aiguilles de calibre 20 puis 27. Les débris cellulaires ont été éliminés par filtration
a travers une membrane de polycarbonate de 3 uM (Nucleopore Whatman, Versailles,
France). Les tachyzoites purifiés ont été suspendus dans du MEM (Gibco) et énumérés pour
calculer le nombre de parasites destinés a |’ infection des cellules nerveuses humaines.
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Les trois types de cellules nerveuses: CMH5, Hbmec et SH SY5Y sont ensuite
infectées séparéement pendant 8 h, 14 h, 24 h et 48 h par les tachyzoites des souches RH et
PRU selon le ratio de 2 tachyzoites pour une cellule (1:2). Aprés chague période d’infection,
les surnageants des co-cultures sont repris et congelés a -80°C jusgu’'a I'utilisation. Les
cellules sont décollées avec de la trypsine 1X (Gibco) pendant 10 min a 37°C. Elles sont
ensuite centrifugées a 804g pendant 10 min. Les culots secs sont congelés a-80°C.
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V. Chapitrel : Etudedel’ expression des médiateurs

immuns
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V.1 Résumédétaillé

Le mécanisme immunitaire par lequel le toxoplasme S'installe dans le cerveau et se
réactive suite a une immunodépression est bien étudié dans e modele murin, mais mal élucidé
chez I’homme. Plusieurs études ont montré, dans le modéle murin, que I'lFN-y est le
mediateur immunitaire majeur de la résistance contre T. gondii. Il limite la prolifération
parasitaire et empéche le développement de la toxoplasmose cérébrale. Dans ce chapitre, nous
présentons une étude de la réaction immunitaire mise en jeu lors de I'infection des cellules
nerveuses humaines par des tachyzoites de deux souches de T. gondii a différents temps de
I"infection précoce. L’objectif principal est de déterminer la cinétique de I'expression
protéique de différents médiateurs immuns et de quantifier le taux de la multiplication des
deux types de souches lors de I’ infection des cellules nerveuses d’ origine humaine pendant les
premieres 48 heures. Durant ces premiers travaux, il n'a pas été mis en évidence de production
d’'IFN-y. Afin didentifier I’ effet de cette cytokine sur la production des médiateurs immuns
identifiés et sur la prolifération parasitaire dans les cellules nerveuses humaines testées, ces
cellules ont donc été stimulées par I'IlFN-y 24 h avant d étre infectées par les souches de T.
gondii.

Pour répondre a notre objectif principal, des cellules nerveuses humaines, cellules
microgliales (CMH5), cellules endothéliales (Hbmec) et neurones (SH SY5Y), ont été
cultivées séparément dans des flasques de culture cellulaire. Chague type cellulaire a été
infecté par des tachyzoites de la souche RH (type I, virulente chez la souris) et de la souche
PRU (type I, avirulente chez la souris) pendant 8 h, 14 h, 24 h et 48 h selon un ratio de 2
tachyzoites/1 cellule. Les médiateurs immunitaires ont éé doses dans les surnageants des co-
cultures par la technique de Proteome Profiler Array ; la charge parasitaire a été quantifiée
dans les culots cellulaires des co-cultures par la technique RT-PCR semi-quantitative al’aide
d’un couple d’amorces spécifiques pour le géne 529 pb de T. gondii. Pour la souche PRU,
I'absence de bradyzoites dans I'inoculum a été confirmée par une Reverse Transcriptase (RT)-
PCR semi-quantitative en utilisant le gene BAG-1.

Les résultats montrent une expression des protéines pro-inflammatoires
significativement différente d’une part entre les deux souches RH et PRU et d autre part,

entre les différentes cellules nerveuses humaines.
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L’ expression des cytokines (IL-6, IL-8), des chémokines (MCP-1 et GROa) et de la
protéine Serpine E1 est augmentée dans les cellules microgliales et dans les neurones a 24 h
post infection par les deux souches de T. gondii. A ce stade d'infection, la charge parasitaire
est diminuée dans ces cellules. Les interleukines -6 et -8 produites pourraient avoir un role
dans |’activation de la réaction immunitaire pro-inflammatoire et dans le contréle de la
prolifération parasitaire comme décrit dans différentes études. Les chémokines décrites ont un
réle essentiel dans le recrutement des cellules immunitaires (macrophages, monocytes et
neutrophiles) in vivo. Ceci pourrait initier la réaction immunitaire pour limiter la prolifération
parasitaire dans les cellules microgliales et les neurones. De plus, la chémokine MIF est plus
fortement produite dans les cellules microgliales que dans les autres cellules testées. Ceci
pourrait renforcer la réaction immunitaire et le contréle de la prolifération parasitaire par ce
type cellulaire.

A I’opposgé, dans les cellules endothéliales, |a production des médiateurs immuns est
augmentée a 8 h post infection. Elle diminue entre 14 h et 24 h post infection. Durant cette
période d’infection, la charge parasitaire de la souche RH augmente et celle de la souche PRU
se stabilise. Ceci suggére que ces cellules réagissent faiblement contre [I'infection
toxoplasmique en comparaison avec les cellules microgliales et |es neurones.

En outre, on note que la souche PRU stimule la production pour toutes les cellules
testées des facteurs de croissance des cellules immunitaires (G-CSF et GM-CSF). Ces
protéines seraient susceptibles d'augmenter |'effet pro-inflammatoire de cette souche dans ces

cellules.

L es résultats montrent également que seule la souche PRU stimule la production de la
molécule SICAM par les cellules endothéliades. Cette production pourrait limiter la
transmigration des parasites via les cellules nerveuses humaines. Enfin, pour la premiére fois,
nous avons mis en évidence la production de la protéine Serpin E1 lors de I'infection
toxoplasmique. Cette protéine est exprimée par les cellules microgliales et par les neurones
infectés par les deux souches et par les cellules endothéliales seulement lorsque celles-ci sont
infectées par la souche PRU. La Serpin E1 a éé décrite comme inhibitrice de la voie
UPA/UPAR qui favorise la sécrétion des MMP-9 par les macrophages infectés par T. gondii.
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Par conségquent, la Serpin E1 pourrait limiter la dissémination des tachyzoites de T. gondii au

sein du cerveau.

Apres stimulation des cellules nerveuses humaines par I'lFN-y, nous avons observé une
diminution de la synthése de MCP-1, G-CSF, GM-CSF et Serpin E1 et une augmentation de
la synthéese des sSICAM et C5/Cha. Les niveaux dexpression de ces protéines sont
significativement différents entre les trois types cellulaires infectés par les deux souchesde T.
gondii.

* La synthese de MCP-1 et G-CSF est significativement diminuée dans les cellules
endothéliales par rapport aux autres cellules infectées par les deux souches de T.
gondii.

* Lasynthese de GM-CSF est significativement diminuée dans les trois types cellulaires
stimulés et infectés par la souche RH.

* La synthese de la Serpin E1 diminue significativement dans I'ensemble des cellules
stimul ées et infectées par les deux souches de T. gondii.

» la diminution de MCP-1 et des facteurs de croissances pourrait diminuer
I"activation des cellules pro-inflammatoires, et augmenter la multiplication
parasitaire.

* Lasynthése de SICAM et de C5/C5a augmente dans les neurones stimulés et infectés
par la souche RH, entrainant ainsi une diminution de |’invasion parasitaire et une
augmentation de I’ attraction des cellules immunitaires.

Lasimulation des cellules nerveuses humaines par I’ [FN-y a également altéré la multiplication
des souches parasitaires.
* La charge parasitaire de la souche PRU est augmentée dans I'ensemble des cellules
nerveuses stimul ées.
* La réplication de la souche RH est controlée dans les cellules microgliales et les

cellules endothéliales stimulées mais pas dans les neurones stimul és.

Les résultats des deux études suggerent que les cellules microgliales et les neurones ont la
capacité de controler la multiplication parasitaire via la production d’'IL-6, 1L-8, MCP-1
GROua et Serpin E1. La réaction immunitaire est plus forte a 24 h post infection, en lien avec
une diminution de la charge parasitaire dans ces cellules. La souche PRU pourrait étre plus
inflammatoire que la souche RH par le fait qu’ elle stimule la production des deux facteurs de
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croissance (G-CSF et GM-CSF). La présence d'IFN-y a 24 h post infection pourrait réguler la
production des protéines pro-inflammatoires et I'invasion de la souche RH. De méme, cette
cytokine controle la prolifération de la souche RH mais seulement dans les cellules
microgliales et endothéliales.
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V.2 Article 1 (Publié par Plos One PONE-D-14-02963R1) : In vitro infection
of human nervous cells by two strains of Toxoplasma gondii: A Kinetic

analysis of immune mediator s and parasite multiplication
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Abstract

The severity of toxoplasmic infection depends mainly on the immune status of the host, but also on the Toxoplasma gondii
strains, which differ by their virulence profile. The relationship between the human host and T. gondii has not yet been
elucidated because few studies have been conducted on human models. The immune mechanisms involved in the
persistence of T. gondii in the brains of immunocompetent subjects and during the reactivation of latent infections are still
unclear. In this study, we analyzed the kinetics of immune mediators in human nervous cells in vitro, infected with two
strains of T. gondii. Human neuroblast cell line (SH SY5Y), microglial (CMH5) and endothelial cells (Hbmec) were infected
separately by RH (type I) or PRU (type Il) strains for 8 h, 14 h, 24 h and 48 h (ratio 1 cell: 2 tachyzoites). Pro-inflammatory
protein expression was different between the two strains and among different human nervous cells. The cytokines IL-6, IL-8
and the chemokines MCP-1 and GROq, and SERPIN E1 were significantly increased in CMH5 and SH SY5Y at 24 h pi. At this
point of infection, the parasite burden declined in microglial cells and neurons, but remained high in endothelial cells. This
differential effect on the early parasite multiplication may be correlated with a higher production of immune mediators by
neurons and microglial cells compared to endothelial cells. Regarding strain differences, PRU strain, but not RH strain,
stimulates all cells to produce pro-inflammatory growth factors, G-CSF and GM-CSF. These proteins could increase the
inflammatory effect of this type Il strain. These results suggest that the different protein expression profiles depend on the
parasitic strain and on the human nervous cell type, and that this could be at the origin of diverse brain lesions caused by T.
gondii.
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Introduction [6]. On the basis of lethality in mice, type I strains were classified
as virulent, and type II and III as non-virulent. These 3 types differ
with respect to their ability to transmigrate across cellular barriers
during invasion. Type I strains exhibit a higher migratory capacity
than type II strains [7]. In humans, the influence of the strain in
the clinical outcome is obvious in the severe cases of toxoplasmosis
in immunocompetent patients due to the most divergent strains
such as those circulating in the Amazonian forest [6], Its role is
also highly suspected in the higher occurrence and severity of
ocular toxoplasmosis in South America [8]. But it remains unclear
if the Toxoplasma strain has any influence on the development of
brain infection. In a study performed on 88 immunocompromised
patients, the distribution of type II vs non-type II strains was not
significantly different when patients were stratified by underlying
cause of immunosuppression, site of infection (cerebral or extra-
cerebral), or outcome [9].

The majority of human 7oxoplasma infections in immunocom-
petent hosts are asymptomatic, After an acute infection,
tachyzoites can escape from the immune system, leading to the
formation of tissue cysts containing bradyzoites, especially in the
brain. However, in the immunocompromised host, latent
bradyzoites in cysts revert to tachyzoites, leading to reactivation
of chronic toxoplasmosis and development of a toxoplasmic
encephalitis [1]. Thus, the severity of Toxoplasma infection
obviously depends on the host immune status.

The role of the Toxoplasma strain is more debated. Genotyping
of Toxoplasma isolates from all continents revealed a complex
population structure. Up to now, 15 haplogroups were described
[2]. These haplogroups comprise the 3 main clonal lineages
initially described (type I, II and III) and other haplogroups that
cluster various atypical strains and new clonal lineages [3,4] [5]
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During a toxoplasmic infection, the immune response can firstly
reduce the parasite proliferation during acute infection, and then
maintains chronic infection in immunocompetent hosts. During
acute infection, monocytes, neutrophils, and dendritic cells are
recruited to the site of infection [10] [11] [12]. These cells also
play a role for migration and dissemination of the parasite in
peripheral tissues and the central nervous system (CNS). This
process depends on the parasitic strain. The type II strains induce
superior migration of infected dendritic cells compared to type I
strains [7]. Experimental data on animal models suggest that the
immune response type 1 (Thl) is activated against 7. gondii to
control parasite replication. This immune response leads to
production of interferon-gamma (IFN-y) in mice infected with
RH (type I) or ME49 (type II) strains [10] [13]. IFN-y is the major
mediator of resistance to 7. gondi in the murine model; it can
inhibit parasite replication, preventing toxoplasmic encephalitis
during the late stage of infection in mice. During this host
response, other cytokines and chemokines are produced, which
can promote infiltration of immune cells to the site of infection
[14] [15] [16].

The early events that enable the parasite to cross the blood-
brain barrier are poorly understood. Different experimental
studies have demonstrated that brain endothelial cells infected
with RH (type I), ME49 (type II) and PRU (type II) strains of 7.
gondu express ICAM-1, 1L-6, and MCP-1{17] [18] [19] [20].
These studies have reported a possible role of these cytokines in
parasite invasion into the brain. After infection with the RH strain,
mouse endothelial cells upregulated E-selectin, P-selectin and
ICAM-1 expression, known to support the migration of immune
cells to sites of inflammation [21] [22] [23]. After invasion step, 7.
gondii can infect microglial cells [24] [14], astrocytes [25] [14] [26]
and neurons [16] [26] leading to cyst formation [14].

In the mouse brain, microglial cells play a major role in the
control of infections caused by 7. gondii type II. These cells inhibit
efficiently parasite growth and may thus function as important
inhibitors of 7. gondu propagation within the CNS by IFN-y and
NO-independent mechanisms [24] [27]. In vitro comparison has
shown that astrocytes are infected more efficiently than neurons
and microglia [28] [27]. This is confirmed by i vivo experiments
demonstrated that astrocyte is the predominant cell type infected
by RH and PRU strains in the brain [26] [29]. Murine astrocytes
have also been shown to inhibit  vitro the growth of NTE (type II)
Toxoplasma strain [25]. Astrocytes infected by ME49 strain become
activated to produce IL-1, IL-6 and GM-CSF [14]. These pro-
inflammatory proteins together with microglia-produced cytokines
play an important role in inducing infiltration of immune cells into
the brain. In addition, Liider et /. found that rat astrocytes and
neurons are suitable host cells for the intra-cerebral proliferation of
PLK strain (type II) [27]. It was described that both tachyzoites
and bradyzoites can deregulate the function of murine neurons
[30]. IFN7y and IL-6 production by murine neurons indicates that
these cells contribute to intracellular control of type II and I strains
[31] [32] [33].

Most of these results were obtained in the murine model. The
role of human neuro-endothelial cells in neuro-invasion by the
parasite and the behavior of human microglial cells and neurons
after 7. gondii infection remains to be shown.

In this study, we analyzed the production of immune mediators
during different times following Zoxoplasma infection in a human
model. For that, three human brain cells: human microglial,
human endothelial and a human neuroblast cell lines were used.
These cells were infected i vitro by different 7. gondii strains.
Proteomic analysis and parasite quantification were performed at
each time point of infection to identify the various pro-
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inflammatory proteins produced by human nervous cells infected
with different 7. gondii strains and their impact on parasitic growth.

Materials and Methods

Ethics statement

This study was carried out in strict accordance with the
recommendations in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the National Institutes of Health. The
protocol was approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of Limousin, France (Permit Number: 3-07-2012). All
efforts were made to minimize suffering.

Parasite strains

Two strains of Toxoplasma gondii parasite were used: RH strain, a
type I strain highly virulent in mice (DL90<10), and PRU strain, a
type II strain with a non-virulent profile in mice (DL100 = 10%)
[34].

Cyst isolation

PRU cysts were obtained from the brains of Swiss mice infected
one month earlier. Infected mouse brains were extracted and
homogenized by several passages through a 20-gauge needle in
Modified Eagle’s Medium (MEM) 0.1% (Gibco, Cergy Pontoise,
France) Tween 80 (Sigma-Aldrich, Lyon, France), to disrupt
tissues. PRU cysts were isolated by Percoll gradient [35]. Briefly,
ninety milliliters of Percoll (Amersham Biosciences, Orsay, France)
were rendered isotonic by adding 10 mL of 10 x MEM. The pH
was neutralized by adding HCL 10%. Brain homogenates were
diluted in MEM, 0.1% Tween-80%; 1.5 mL of 30% Percoll and
then 1.5 mL of 90% Percoll were successively added with a
tapered Pasteur pipette under suspension. After centrifugation
(1811 g), cysts were recovered in the 30% Percoll layer. The cyst
suspension was centrifuged to eliminate the remaining Percoll, and
the pellet was recuperated in MEM, 0.1% Tween-80. PRU
bradyzoites were released from cysts by trypsin 1X (Gibco) at 37C°
for 10 min and recovered after centrifugation (1811 g—15 min).

Tachyzoite production

RH tachyzoites from mouse ascites and PRU bradyzoites
released from cysts were inoculated in human fibroblastic cell
cultures (MRC5). After parasite multiplication, tachyzoites from
both strains were released by disruption of infected cells by
passages through 20 and 27 gauge needles. Cell debris were
removed by filtration through polycarbonate membrane 3 uM
(Nucleopore Whatman, Versailles, France). Purified parasites were
suspended in MEM and enumerated.

Human nervous cell lines

- Microglial cells (CMHJ5): Human microglial cells (CMHD) cells
(kindly provided by Pr P. Vincendeau, Bordeaux, France) [36]
[37] were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
inactivated at 56°C for 1h, 0.2 mM sterilized L-cysteine
(Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine (Gibco), 2 mM sodium
pyruvate (Gibco), 100 Ul/m streptomycin-penicillin  (Gibco),
2 mM Hepes (Gibco) and 0.1 mM - mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich). CMH5 cells were seeded in culture flasks (25 cm?) at a
density of 5x10° cells/mL. Confluent cells were trypsinized in
DMEM.

-Endothelial cells (Hbmec): Human bone marrow endothelial
cells (Hbmec) were obtained from the cell line established by D.
Paulin (University of Paris 7, France), K. Schweitzer (Free
University of Amsterdam, The Netherlands), and B. Weksler

June 2014 | Volume 9 | Issue 6 | 98491



(Weill Medical College of Cornell University, UK) [38], [39] and
[40]. The properties of these cells are similar to those of
endothelial brain cells, with respect to endothelial adhesion
molecules, cell surface markers, and morphologic characteristics.
Hbmec cells were grown in DMEM, supplemented with 10% FBS
inactivated at 56°C for 1 h, 2 mM L-glutamine, 2 mM sodium
pyruvate, 100 Ul/mL of streptomycin-penicillin, 10 mM Hepes
buffer, 4.5 g/mL glucose, 3500 UI/mL heparin and 0.15 mg/mL
gentamicin. Hbmec cells were seeded in culture flasks (25 cm?)
pre-treated with 2% gelatin at density of 4x10° cells/mL.
Confluent cells were trypsinized in PBS.

- Neuroblastoma cells (SH SY5Y): This human neuroblast cell
line from neural tissue (SH SY5Y) (kindly provided from Pr M.O.
Jauberteau-Marchan, Limoges, France) [41] is used in most of the
researches on Alzheimer’s disease [42] and presents all the
characteristics of neurons. SH SY5Y were grown in RPMI 1640
medium (Gibco), supplemented with 10% FBS inactivated at 56°C
for 1 h, 2 mM L-glutamine, 2 mM sodium pyruvate, 100 UIl/mL
streptomycin-penicillin. SH SY5Y cells were seeded in culture
flasks (25 cm?) at density of 4x10° cells/mL. Confluent cells were
detached by Versen 1X (Gibco).

All cell lines were cultured at 37°C in humidified air containing

5% CO,.

Parasite-cell co-cultures

The required number of cells were cultured 48 h before
infection, time needed for cell adhesion. After cell adhesion,
6x10° cells/mL of CMH5 were infected by 1.2x10” tachyzoites/
mL. For Hbmec and SH SY5Y, 4x10° cells/mL were infected by
8x10° tachyzoites/mL (ratio: 1 cell/2 tachyzoites) of RH or PRU
strains for 8 h, 14 h, 24 h and 48 h. Uninfected control cells were
cultured under the same conditions. All co-cultures were
performed separately in culture flasks (25 cm?). The experiments
were performed four times, in the same conditions but at different
times to ensure reproducibility of results. Infections with different
strains were performed at different periods to avoid any
contamination between strains.

After infection, supernatants were recovered and frozen at
—80°C; cells were trypsinized for 10 min at 37°C. After
centrifugation at 804 g for 10 min, cell pellets were recovered
and frozen at —80°C.

Cytokine, chemokine & growth factor analysis

Cytokine, chemokine & growth factor production profiles were
detected by Proteome Profiler array kit, type human cytokines
array panel A (R&D, Lille, France). Each nitrocellulose membrane
contains duplicated spots of 36 different antibodies anti-cytokines,
chemokines, growth factors and adhesion proteins. The kit was
used according to manufacturer’s instructions. Each membrane
was incubated with a mixture chemiluminesence substrate A&B
(Promega, Lyon, France) and exposed to G-BOX (Syngene,
Versailles, France). The image was captured using GeneSnap
software (Syngene). Results appear as dark spots, protein
expression levels were determined by quantifying the intensity of
coloration, expressed as pixel units, using GeneTools software
(Syngene). The negative control quantification value was subtract-
ed from the quantification value of each spot.

RNA extraction & quantification of T. gondii burden by
semi-quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR)

RNAs from each co-culture pellet were extracted using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Essones, France), according to
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manufacturer’s instructions. DNAc was used to quantify the
viable parasite burden in each co-culture by amplifying a 7. gondii
529 pb repeat gene [43] [44]. qRT-PCR was performed using one
step SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen). Each RNA sample (=
100 ng) was added to PCR tubes containing SYBR master mix
(12.5 uL), RT Mix (0.25 pL), specific primers (Sigma-Aldrich)
529 pb (0.6 uM) sense: 5’ AGGCGAGGTGAGGATGAS'; anti-
sense: TCGTCTCGTCTGGATCGAAT 3’ [44] and sterile
water for final volume of 25 uL. Following assay optimization,
negative samples were used. qRT-PCR was performed with a
Rotor-Gene 6000 (Qiagen) using cycling conditions: reverse
transcription 10 min at 55°C, PCR initial activation 5 min at
95°C, denaturation 5 sec at 95°C and annealing/extension 10 sec
at 60°C for 40 cycles. Quantification was performed using a range
of tachyzoites from 5x10* to 1 Toxoplasma amplified by primers for
the 529 pb gene. In addition, to verify the stage obtained after
PRU culture in MRC5 cells, BAG-1, a bradyzoite-specific gene,
was amplified by qRT-PCR using BAG-1 primers sense: 5'-TGA
GCG AGT GTC CGG TTA TT-3' and anti-sense: 5-ATT
CCG TCG GGC TTG TAA T-3' [45] (Sigma-Aldrich).

Statistical analysis

All experiments were performed four times and values of
corrected pixels were obtained from pixel values of infected cells
minus pixel values of uninfected cells. They were expressed by =
mean standard error. Statistical analysis was performed using a
parametric ANOVA test and Tukey HSD (Honestly Significant
Difference) test for multiple comparisons of means, with 95%
confidence level. A value of p<<0.05 was considered statistically
significant.

In each kinetic study, the comparison of immune mediator
production was performed between three groups: cells, strain and
infection times. This was carried out firstly between each variable
of each group: cell (CMH5 »s SH SY35Y) (SH SY5Y »s HBMEC)
(HBMEC »s CMH5), strain (RH vs PRU) and idem for each
period of infection. All interactions between the three groups were
also studied (two by two).

The parasite burdens were evaluated as the ratio of final
tachyzoite number/initial tachyzoite number. When the ratio was
less than 100%, the tachyzoite mortality was higher than their
proliferation. Based on the fact that 1 RH strain tachyzoite gives 2
tachyzoites after 7 h [46], 128 tachyzoites must be obtained after
48 h which represents a maximal ratio of 12800% parasite
burden. Data on parasite multiplication rate were analyzed by
Tukey HSD test, with 95% confidence level. A value of p<<0.05
was considered statistically significant.

Results

For all infected cells by PRU strain, semi-quantitative RT-PCR
for BAG-1 gene shown absence of bradyzoites in the inoculum.

1. Kinetics of pro-inflammatory proteins and T. gondii
burden in infected human endothelial cells (Hbmec)

As shown in Figure 1A, 1C, 1E, Hbmec infected with RH strain
showed a basal expression level for interleukins, chemokines and
other inflammatory proteins in endothelial cells at T,. Expression
of IL-6 and IL-8 in endothelial cells reached peak levels at 8 h post
infection. Production of interleukins declined at 14 h post
infection. At 24 h post infection, IL-6 increased significantly
whereas IL-8 remained at a low level compared to 8 h (Iigure 1A).
Chemokines: MCP-1, MIF, GROa and Rantes reached peak
levels significantly at 8 h post infection (Figure 1C). Expression of
all chemokines dropped between 14 h and 24 h post infection and
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Figure 1. Kinetics of pro-inflammatory proteins synthesized by infected Hbmec. A and B: cytokine expression profiles; C and D: chemokine
expression profiles; E and F: growth factor and SERPIN E1 expression profiles were determined after 8 h, 14 h, 24 h and 48 h infection by two strains
of T. gondii RH (Figure 1A, 1C and 1E) and PRU (Figure 1B, 1D and 1F). A basal expression level for each pro-inflammatory protein T. gondii burden was
determined at T,. Concentrations of immune mediators were calculated using values of corrected pixels obtained from uninfected cells (negative
control) subtracted from pixel values of infected cells. T. gondii burdens were evaluated by the percentage of Toxoplasma multiplication, knowing
that the parasite burden at Ty is 100%. The parasite burden scale was multiplied 100 times (Only in Hbmec infected by RH strain). *p<<0.05, ** p<<0.01

and *** p<<0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0098491.g001

then increased non significantly (NS) at 48 h post infection
(Figure 1C). G-CSF and GM-CSF production increased slightly
from 14 h to 48 h post infection (NS) (Figure 1E). In the period
when all protein levels declined, the RH parasite burden rose
sharply in endothelial cells (Figure 1A, 2C).

At 8 h post infection with PRU (Figure 1B, 1D, 1F), IL-6, IL-8,
MIF, MCP-1 synthesis and parasite levels peaked (Figure 1B, 1D),
when GROa and Rantes synthesis remained low (Figure 1D).
From 8 h to 14 h post infection, all immune mediators decreased
significantly except GROa and the parasite burden increased

PLOS ONE | www.plosone.org

slightly (NS) (Figure 1B, 1D). Between 14 h and 48 h post
infection, IL-6, IL-8, MCP-1, GROua (NS), Rantes (NS) synthesis
and the parasite burden (NS) increased (Figure 1B, 1D). On the
other hand, G-CSF (NS) and GM-CSF expression profiles reached
peaks at 14 h (Figure 1F). SERPIN El increased significantly
between 14 h and 24 h of infection whereas the parasite burden
was constant (Figure 1T).
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2. Kinetics of pro-inflammatory proteins and T. gondii

burden in infected human microglial cells (CMH5)
CMHD) infected with RH showed a basal expression level for

interleukins, chemokines and other inflammatory proteins in

microglial cells at T (Figure 2A, 2C, 2E). The expression levels of

interleukins (IL-6 and IL-8), chemokines (MCP-1, MIF and
GROa) and growth factors (G-CSF and GM-CSF) increased
steadily from 8 h until 24 h post infection whereas the parasite
burden decreased erratically until 24 h post infection (Figure 2A,
2C, 2E). At 48 h post infection, all protein levels decreased except
SERPIN El synthesis, which increased (NS) (Figure 2E). The
parasite burden reached a peak at 48 h post infection, but this
increase was not statistically significant.

After infection of CMH5 with PRU, at 8 h post infection, we
observed a non-significant synthesis for interleukins (IL-6 and IL-8),
chemokines (MCP-1, MIF and GROw), growth factors (G-CSF and
GM-CSF) and SERPIN El. The parasite burden reached peaks at
8 h post infection (Figure 2B, 2D, 2F). At 14 h post infection, MCP-
1 and growth factor levels slumped (Figure 2D, 2F) and the parasite
burden decreased slightly (NS) until 24 h post infection. At this time
post infection, all protein levels reached their peaks. At 48 h post
infection, all protein levels decreased except SERPIN E1 (NS) and
the parasite burden levels increased (NS) (Figure 2F).

3. Kinetics of pro-inflammatory proteins and T. gondii
burden in an infected human neuroblastoma cell line (SH

SY5Y)

As shown in Figure 3A, 3C, 3E, SH SY5Y infected with RH
showed a basal expression level for interleukins, chemokines and
other inflammatory proteins in neurons at Ty Expression of IL-6
and IL-8 in neurons reached peak levels significantly and the
parasite burden fell (NS) from 8 h post infection. The level of IL-6
and IL-8 dropped at 14 h post infection, when the parasite burden
was also significantly lower compared to the parasite burden at 8 h
post infection. At 24 h post infection, interleukin synthesis
increased significantly and the parasite burden dropped sharply.
At 48 h post infection, interleukin synthesis declined while the
parasite burden rose gradually (NS) (Figure 3A). Among the
chemokines (MCP-1, MIF and GROa) (Figure 3C), only GROa
synthesis was significant at 24 h post infection and the parasite
burden decreased between 8 h and 24 h post infection (NS)
(Figure 3C). At 48 h post infection, all chemokines and parasite
burden increased (NS) (Figure 3C). In addition, a low level of G-
CSF was produced significantly at 24 h post infection (Figure 3E).
SERPIN El was expressed from 8 h to 48 h (Figure 3E).

For PRU infection (Figure 3B, 3D, 3F), IL-6 and IL-8 synthesis
increased significantly between 8 h to 24 h post infection, whereas
the parasite burden reached a peak significantly at 14 h and then
decreased sharply until 48 h. After 24 h post infection, both
synthesis of interleukins and parasite burden fell compared to 24 h
post infection (Figure 3B). Expression of MCP -1 and GROu, as
well of G-CSF, GM-CSF and SERPIN E1 showed similar profiles
(Figure 3D, 3F). Growth factors and SERPIN El synthesized
proteins decreased significantly after 24 h post infection compared
to 14 h post infection, when the parasite burden reached its lowest
level.

4. Comparison of pro-inflammatory protein expression
profiles in human microglial cells (CMH5), human
endothelial cells (Hbmec) and human neuroblastoma cell
line (SH SY5Y) infected by RH and PRU strains

To compare these results, a statistical analysis was performed.
MCP-1 synthesis at 24 h post infection was significantly higher in
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CMHS5 (Figure 2C, 2D) compared to Hbmec ($p<<0.004)
(Figure 1C, 1D) and SH SY5Y (p<<0.0001) (Figure 3C, 3D).
GROua and IL-6 were less produced by Hbmec (Figure 1A, 1B,
1C, 1D) compared to CMH) (p<<0.0001) (Figure 2A, 2B, 2C, 2D)
and SH SY5Y (p<<0.0001) (Figure 3A, 3B, 3C, 3D). Synthesis at
24 h post infection was significantly higher compared to other
infection times (p<<0.0001). Furthermore, MIF was significantly
produced only by CMH5 and Hbmec cells. Which was present in
higher amount in CMH) at 24 h post infection ($p<<0.0001)
(Figure 2C, 2D) and very low in SH SY5Y (»p<<0.001) (Figure 3C,
3D). Hbmec infected with Toxoplasma produced Rantes (p<<0.0001)
(Figure 1C, 1D) and sSICAM-1 (p<<0.0001) (data not shown).
Rantes synthesis was high in Hbmec infected by RH at 8 h post
infection (Figure 1C). IL-8 expression was high in CMHS5 infected
by RH (p<<0.0001) at 24 h post infection compared to 14 h (p<
0.0001) and 48 h (p<<0.0001) (Figure 2A). In the presence of PRU,
all cells expressed high level of G-CSF (p<<0.002) and GM-CSF
(»p<<0.0001) (Figure 1F, 2F, 3F). G-CSF and GM-CSF expression
was significantly increased at 24 h post infection in CMH) (p<
0.0001) (Figure 2F). Compared to the RH strain, the PRU strain
stimulates Hbmec to produce SERPIN E1 (p<<0.001) (Figure 1F).

Discussion

Different experimental approaches were used to analyze
expression of immune mediators during 7. gondii infection in
brain cells. For example, regarding human brain cells, Xiao et al,
used a human neuroepithelioma cell line (neural cells, line SK-N-
MC) infected with 3 canonical 7. gondi strains to show differences
in a wide range of biological functions such as the immune
response [47]. They noticed a modulation of the expression of pro-
inflammatory gene like IL-8 depending of the strain type.

The originality of our work resides in the comparison of the
different protein levels of cytokines, chemokines and other
immune factors in three human nervous cells infected i vitro by
RH (type I) and PRU (type II) Toxoplasma strains during the 48 first
hours post-infection by tachyzoites. Proteome Profiler Arrays
allowed analyzing simultaneously a broad spectrum of pro-
inflammatory proteins.

In immunocompetent mice and i vitro models, tachyzoites can
infect astrocytes [25] [14] [26], microglial cells [24] [14] and
neurons [16] [26] leading to cyst formation [14]. In addition,
astrocytes, microglial cells and neurons are suitable for the
persistence of cysts in chronically infected rats [27].

In this study, we identified many pro-inflammatory factors like
cytokines, chemokines, and growth factors secreted by different
human nervous cells after Toxoplasma infection. All these factors
have roles in the host immune response to parasite challenge:
chemokines and their receptors are important in the control of
parasite replication and CNS inflammation, and trigger pro-
inflammatory responses to many microbial pathogens [15].
Among the pro-inflammatory proteins, were chemokines
(MCP1, GROa, MIF and Rantes) designed to recruit immune
cells and cytokines (IL-6 and IL-8) able to activate immune
responses. Growth factors (G-CSF and GM-CSF) are not only
hematopoietic colony-stimulating factor but also neuronal growth
factors with strong anti-apoptotic actions on neurons. In parallel to
this pro-inflammatory protein synthesis, we observed a repeatable
decrease in parasitic burden for each 7. gondii strain at 24 h post
infection in microglial cells and neurons. This suggests that this
decrease may be due to production of various immune mediators
involved in the early control of 7. gondii multiplication in human
nervous cells. At 48 h post infection, parasite burden increased in a
large part of infected cells, in RH-infected cells whatever the cell
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Figure 2. Kinetics of pro-inflammatory proteins synthesized by infected CMHS5. A and B: cytokine expression profiles; C and D: chemokine
expression profiles; E and F: growth factor and SERPIN E1 expression profiles were determined after 8 h, 14 h, 24 h and 48 h infection by two strains
of T. gondii RH (Figure 2A, 2C and 2E) and PRU (Figure 2B, 2D and 2F). A basal expression level for each pro-inflammatory protein T. gondii burden was
determined at T,. Concentrations of immune mediators were calculated using values of corrected pixels obtained from uninfected cells (negative
control) subtracted from pixel values of infected cells. T. gondii burdens were evaluated by the percentage of Toxoplasma multiplication, knowing
that the parasite burden at Ty is 100%. *p<<0.05, ** p<<0.01 and *** p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0098491.g002

type. We also observed a lysis of cells, which could explain the
decrease of immune response.

Endothelial cells constitute the blood-brain barrier through
which the tachyzoites pass into the CNS. Our results show that
these cells are stimulated with Toxoplasma to produce immune
mediators mainly at 8 h post infection. This reaction rapidly
decreases between 14 h and 48 h post infection, when parasite
burden increased. This suggests that these cells do not react
strongly against 7oxoplasma infection compared to neurons and
microglial cells. The production of interleukins and chemokines in

PLOS ONE | www.plosone.org

the early hours of the infection might activate the immune
response. In these cells, PRU strain induces more inflammatory
response than RH strain, as shown by a higher secretion of
chemokines and growth factors between 14 h and 48 h. Endo-
thelial cells specifically express SICAM-1 in the presence of PRU
strain, but not after infection with RH strain (data not shown).
Barragan et al. demonstrated that this soluble form of ICAM,
sICAM-1, has an inhibitory effect on transmigration of 7. gondii
across BeWo (human placenta), Caco2 (human intestine) and
MDCK (canine kidney) cells, whereas it did not significantly affect
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Figure 3. Kinetics of pro-inflammatory proteins synthesized by infected SH SY5Y. A and B: cytokine expression profiles; C and D:
chemokine expression profiles; E and F: growth factor and SERPIN E1 expression profiles were determined after 8 h, 14 h, 24 h and 48 h infection by
two strains of T. gondii RH (Figure 3A, 3C and 3E) and PRU (Figure 3B, 3D and 3F). A basal expression level for each pro-inflammatory protein T. gondii
burden was determined at T,. Concentrations of immune mediators were calculated using values of corrected pixels that were obtained from pixel
values of uninfected cells (negative control) subtracted from pixel values of infected cells. T. gondii burdens were evaluated by the percentage of
Toxoplasma multiplication, knowing that the parasite burden at Ty is 100%. *p<<0.05, ** p<<0.01 and *** p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0098491.g003

host cell invasion by the parasite [19]. According to these results,
in our model, sSICAM-1 could inhibit the transmigration process of
type II strain through brain endothelial cells.

After infection by both 7. gondu strains, all cells (microglial cells,
endothelial cells, and neurons) synthesized mainly IL-6, IL-8,
MCP-1 and GROa. In CMH5 and SH SY5Y, the expression of
cytokines, chemokines and growth factors was variable but
significantly higher at 24 h post infection, the time when parasite
burden (RH and PRU) declined. At 24 h post infection, microglial
cells infected by both strains produced high levels of MCP-1. This
chemokine can participate in the control of 7. gondii infection as
described in human fibroblastic cells (MRC5) [48] and human

PLOS ONE | www.plosone.org

astrocyte cells [49]. In vivo, it increases inflammation, promoting
recruitment of monocytes and lymphocytes. The immune
responses could be amplified in these cells by secretion of GROa.
Synthesis of GROa was also significantly higher at 24 h post
infection in microglial cells compared to other cells. This
chemokine has a major role in neutrophil activation. Kikumura
et al. [50] showed that GROa was up-regulated in the retina and
brain of infected mice and involved in neutrophil infiltration.
Thus, microglial cells seems to be major cerebral immune cells,
able to amplify immune reactions against the parasite, promoting
production of the main chemokines.
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IL-6 and IL-8 production was predominant in microglial cells
and neurons compared to endothelial cells, especially at 24 h post
infection, which might suggest that these two interleukins have a
role in controlling proliferation of RH and PRU strains in
microglial cells and neurons. IL-6 is known to control parasite
burden and inflammatory activity, in the brain together with other
cytokines (such as IL-10) [14]. IL-6 is also a mediator responsible
for the production of acute phase proteins and increases cytotoxic
activity of NK cells. For the first time, we demonstrated a local
production for IL-8 in human nervous cells that appeared to have
a crucial role in neutrophil recruitment to the brain as described in
patients with retinochoroiditis. IL-8 has a role in the inflammatory
mechanisms of acute toxoplasmic retinochoroiditis [51]. It is
noteworthy that mice lacking CXCR2, the high affinity receptor of
IL-8, show a significant increase in tachyzoite proliferation and a
large number of cysts in the brain [52].

Besides the previously described chemokines and interleukins,
infected microglial cells produced high levels of MIF compared to
other cells; this production can boost the control of parasite
proliferation in these cells. MIF has an essential role in controlling
T. gondii type 11 proliferation and the severity of inflammation in a
mouse model [53].

G-CSF and GM-CSF were produced by all cells, especially
those infected by PRU strain. In addition to their role in growth,
differentiation and maturation of macrophages, monocytes and
dendritic cells, they have the capacity to inhibit i vivo neutrophil
apoptosis, and the ability to lyse tachyzoites i vitro in the presence
of specific antibodies [54]. G-CSF and GM-CSF may thus extend
the inflammatory process in the brain by enhancing phagocytosis
[55] and cytotoxic activities [56]. Infected astrocytes and
endothelial cells also become activated to produce GM-CSF
[57]. Studies using 7. gondu infection in mice, which can cause
CNS inflammation, reported a detrimental role for GM-CSF by
increasing parasitic burden in peritoneal macrophages [58].
Therefore, GM-CSF is a potent pro-inflammatory cytokine that
plays a pathogenic role in the CNS inflammatory disease,
experimental autoimmune encephalomyelitis [59], suggesting that
G-CSF and GM-CSF may amplify the pro-inflammatory immune
reaction during PRU infection in brain.

For the first time, we showed the up-regulation of serine
protease inhibitor (SERPIN E1) in infected human nervous cells. It
occurred particularly in neurons and microglial cells a few hours
post infection. Many members of the serine protease inhibitor
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superfamily play an important role in physiological and patholog-
ical processes, and can be regarded as protease inhibitors, which
are involved in coagulation reactions, fiber dissolution, angiogen-
esis, complement activation, and immune and inflammatory
reactions. It has been suggested that SERPINs (SERPIN B3, B4)
could inhibit host cell apoptosis that may inhibit replication and
decrease 7. gondii viability. Therefore, the persistence of up-
regulated SERPIN E1 in microglial cells and neurons could also
be involved in limiting the growth of 7. gondii and preventing death
of infected human nervous cells. In addition, SERPIN El,
plasminogen activator inhibitor 1, inhibits the uPA/uPAR
pathway which promotes active MMP-9 forms secreted by
Toxoplasma infected macrophages [60], which could limit the
invasion of immune cells infected by 7. gondii into the brain.

In addition to several studies which have shown that murine and
rat microglial cells contribute i vitro to the inhibition of 7. gondi
replication [27], our results suggest that both human microglial
cells and neurons can react against Toxoplasma by producing IL-6,
IL-8, MCP-1, GROa and SERPIN E1 [20] [17] [18]. These
immune mediators may play a role in the control of Toxoplasma
multiplication at 24 h post infection in the human brain, as shown
by the decrease in parasitic burden at this time of cell infection. G-
CSF and GM-CSF were specifically produced in all cells infected
with PRU, suggesting a pro-inflammatory effect of this strain in
human nervous cells compared to RH strain. In this work we did
not detect a production of IFN-y in infected human nervous cells.
This could be explained by the lack of interaction between the
effector immune cells. For this reason, this work will be
complemented by a study of IFN-y effect on immune mediators
and on parasite multiplication rate in each infected cells.
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Abstract

Interferon gamma (IFN-y) is the major immune mediator of resistance against Toxoplasma
gondii. It prevents toxoplasmic encephalitis in murine models. In immunocompromised
patients, the low level of CD4" cells in these patients leads to a lack of IFN-y secretion and
causes reactivation of latent T. gondii infection that may confer arisk for severe toxoplasmic
encephalitis. In this study, we analyze the immune mediator production and parasite
multiplication in Human nervous cells stimulated by IFN-y and infected by tachyzoites of two
T. gondii strains (RH and PRU). IFN-y has a significant effect on the synthesis of some pro-
inflammatory proteins; It decreased the synthesis of MCP-1, G-CSF, GM-CSF, Serpin E1 in
al cells. It decreased IL-6, MIF and GROa only in endothelial cells, while IFN-y increased
SICAM and Serpin E1 synthesis only in nervous cells. The PRU strain burden increased in all
nervous cells and in contrast, RH strain replication was controlled in IFN-y-stimulated

microglial and endothelial cells but not in IFN-y-stimul ated neurons.

Keywor ds: Human Nervous Cells, IFN-y, Immunity , Toxoplasma gondii.
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1. Introduction

Toxoplasmosis, due to the coccidian parasite Toxoplasma gondii, is one of the most
common human infections in the world. Toxoplasma gondii induces a potent cellular immune
response that is essential for controlling infection. In immunocompromised hosts, the low
level of CD4" cells in these patients leads to a lack of IFN-y secretion and causes reactivation
of latent T. gondii infection that may confer a risk for severe toxoplasmic encephalitis. In
addition, the severity of primary infection may depend also on the virulence profile of the
Toxoplasma strain types. On the basis of lethality in mice, strains of the three main clonal
lineages were classified as virulent (type 1) and avirulent strains (types Il and 111) (Saeij et al.
2006).

Interferon gamma (IFN-y) is one of the most important cytokine for immune control of
Toxoplasma infection in mice. In infected mice, this cytokine could control tachyzoite
proliferation, thus maintaining latency of chronic infection in the brain and preventing
toxoplasmic encephalitis (Suzuki et al. 1988). During acute Toxoplasma infection, natural
killer (NK) cells, CD4" and CD8" T cells are the major sources of IFN-y and this cytokine
might stimulate all effector cells to activate a protective immune response against T. gondii
infection (Combe et al. 2005). In the murine central nervous system (CNS), IFN-y activates
neuronal cells to control tachyzoite multiplication (Suzuki et al. 2005). The stimulation of
murine microglial cells with IFN-y and TNFa inhibited the penetration of PLK tachyzoites
(avirulent type Il Toxoplasma strain) whereas treatment with either cytokine alone did not
reduce the percentage of T. gondii in these cells (Freund et a. 2001). Similarly, after
treatment with IFN-y and Lipopolysaccharide (LPS), Human microglial cells become
activated in vitro and inhibit the entry of tachyzoites belonging to the PRU strain (type I1).
Intracellular tachyzoite proliferation is inhibited by the pretreatment with IFN-y of both

murine and human astrocyte cells (Peterson et al. 1995) (Halonen et al. 1998). In addition, it
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was demonstrated that IFN-y is involved in Toxoplasma cyst formation in murine astrocytes
and neurons (Fischer et al. 1997) (Luder et al. 1999).

Most of these data were obtained in murine models. To further study the role of IFN-y in
the control of Toxoplasma infection in human nervous cells in vitro. We have stimulated in
vitro human microglial cells, endothelial cells and neurons with IFN-y. These stimulated cells
were then infected with RH (typel) or PRU (type I1) T. gondii strains. In a previous paper, we
recently reported the production of cytokines and chemokines by infected human nervous
cells in absence of IFN-y (Mammari et al. 2014). In this study, we report the effect of IFN-y
on the activation of infected human nervous cells and the control of intracellular

multiplication of each T. gondii strain.

2. Materialsand methods

2.1. Parasite production

Onetype | strain (RH) and one type Il strain (PRU) of T. gondii were used in the present
study. Tachyzoites for each strain were grown and purified in human fibroblastic cell cultures
(MRCS5) as previously described (Mammari et al. 2014). All protocols involving animals were
approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of Limousin, France

(Permit no. 3-07-2012).

2.2. Human nervous cell cultures
2.2.1. Human microglial cells (CMH5)
These microglial cells (kindly provided by Pr. P. Vincendeau, Bordeaux, France) (Janabi
et al. 1995), were grown on the Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Cergy-
Pontoise, France), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco) inactivated at

56°C for 1 h, 0.2 mM sterilized L-cysteine (Sigma-Aldrich, Lyon, France), 2 mM L-
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glutamine (Gibco), 2 mM sodium pyruvate (Gibco), 100 Ul/m streptomycin-penicillin
(Gibco), 2 mM Hepes (Gibco) and 0.1 mM B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). The CMH5
cells were seeded in culture flasks (25 cm?) at a density of 5 x 10° cells/mL. Separation of

confluent cells was performed by trypsinization in DMEM.

2.2.2. Endothelial cells (Hbmec)

Human bone marrow endothelial cells (Hbmec) were obtained from the cell line
established by D. Paulin (University of Paris 7, France) (Schweitzer et al. 1997). The
properties of these cells are similar to those of endothelial brain cells, with respect to
endothelial adhesion molecules, cell surface markers, and morphologic characteristics. The
Hbmec cells were grown on DMEM supplemented with 10% FBS inactivated at 56°C for 1 h,
2 mM L-glutamine, 2 mM sodium pyruvate, 100 Ul/mL of streptomycin-penicillin, 10 mM
Hepes buffer, 4.5 g/mL glucose (Gibco), 3500 UlI/mL heparin and 0.15 mg/mL gentamicin
(Gibco). These cells were seeded in culture flasks (25 cm?) pre-treated with 2% gelatin at a

density of 4 x 10° cells/mL. Confluent cells were trypsinized in PBS.

2.2.3. Human neuroblastoma cells (SH SY5Y)

This cell line (kindly provided by Pr. M.O. Jauberteau-Marchan, Limoges, France), was
used in most research on Alzheimer's disease (Ross et a. 1983). These cells were grown on
the RPM1 1640 medium (Gibco), supplemented with 10% FBS inactivated at 56°C for 1 h, 2
mM L-glutamine, 2 mM sodium pyruvate and 100 Ul/mL streptomycin-penicillin. These cells
were seeded in culture flasks (25 cm?) at a density of 4 x 10° cells/mL. The confluent cells

were detached from each other using Versen 1X (Gibco).
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2.3. Treatment and infection of human nervous cells

Each type of cell culture was treated with IFN-y (100 ng/mL) (Sigma-Aldrich) for 24 h. A
total of 10° human nervous cells (confluent cells) were then infected separately for 24 h by
tachyzoites either from the RH strain (type I), or from the PRU strain (type Il) with a ratio of
1 cell: 2 tachyzoites. Control cells were uninfected and non-stimulated cells, and uninfected
stimulated cells. Each experiment was performed in triplicate at separate times to ensure

reproducibility of results.

2.4. Cytokine, chemokine and growth factor analysis

The pro-inflammatory proteins were analysed in co-culture supernatants using the
Proteome Profiler Array technique (R&D, Lille, France). Each nitrocellulose membrane
contained duplicated spots of 36 different antibodies against cytokines, chemokines, growth
factors and adhesion proteins. The kit was used according to manufacturer’s instructions.
Each membrane was incubated with a mixture chemiluminescent substrate A&B (Promega,
Lyon, France) and exposed to G-BOX (Syngene, Versailles, France). The image was captured
using GeneSnap software (Syngene). Results appeared as dark spots and protein expression
levels were determined by quantifying the intensity of coloration, expressed as pixel units,
with GeneT ools software (Syngene). The negative control quantification value was subtracted

from the quantification value of each spot.

2.5. Quantification of parasite burden
The viable parasite burden was quantified in the pellet of trypsinized cell culture by semi-
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using specific primers

for T. gondii 529 gene repeat. The gRT-PCR was performed using One Step SYBR Green
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RT-PCR Kit (Qiagen, Paris, France). Each RNA sample (< 100 ng) was added to PCR tubes
containing SYBR master mix (12.5 uL), RT Mix (0.25 pL) and specific primers (0.6 pM)
[sense: 5'-AGGCGAGGTGAGGATGA-3'; anti-sense: 5'-TCGTCTCGTCTGGATCGAAT-
3'] (Sigma-Aldrich) (Cassaing et al. 2006). Quantification was performed using a dose of
tachyzoites ranging from 5 x10" to 1 Toxoplasma amplified by primers for the 529 pb repeat

gene.

2.6. Satistical analysis

Statistical analysis of pro-inflammatory protein profiles and comparison of parasite
burden quantification were carried out using Scheirer-Ray-Hare test. All interactions between
the different factors were performed using Steel-Dwass and Siegel-Castellan tests with 95%

family-wise confidence levels. A value of p<0.05 was considered statistically significant.

3. Results

Among the 36 immune mediators tested, two interleukins (IL-6 and IL-8), three
chemokines (MCP-1, MIF, GROa) and five other markers (G-CSF, GM-CSF, Serpin E1 and
SICAM) were previously shown as significantly expressed in non-stimulated CMHS5, Hbmec
and SH SY5Y infected cells (Mammari et a. 2014). The same mediators were also detected
in IFN-y stimulated infected cells.

Compared to immune mediator expression in infected non-stimulated cells (Mammari et
a. 2014), stimulation by IFN-y leads to a decrease IL-6 and GROa levels in RH and PRU-
infected endothelial cells (p< 0.001) (Table 1) and MCP-1, G-CSF, GM-CSF and Serpin E1
synthesis in three cell types (Table 1). However, MCP-1 synthesis is decreased in IFN-y-
stimulated and PRU- infected microglial cells (CMH5) and endothelia cells (Hbmec) (p<

0.03) (p< 0.001) (Table 1). In neurons (SH SY5Y), MCP-1 level decreased only in RH-
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infected and stimulated cells (p< 0.05) (Table 1). In presence of IFN-y, G-CSF synthesis
(Table 1) decreased significantly in endothelial (p< 0.004) than in microglial (p< 0.01) RH —
PRU- infected cells and only in PRU-infected neurons (NS) (Table 1). The GM-CSF
production was significantly decreased in PRU-infected microglial cells (p< 0.01) and
neurons (p< 0.05) and in RH-infected endothelial cells (p< 0.05) (Table 1). In presence of
IFN-y, we noted also that SICAM, adhesion protein decreased synthesis in PRU-infected
microglial (p< 0.001) and -endothelial cells (p< 0.001) (Table 1) but increased in RH and
PRU infected neurons (p< 0.004) (Table 1). IFN-y had also a significant effect on Serpin E1
protein production; it decreased her synthesis in PRU-infected microglia (p< 0.05) and
endothelia cells (p< 0.004) and in PRU- and RH- infected neurons (p< 0.01). In contrast,

IFN-y did not have a significant effect on IL-8.

At 24 h post-infection, the parasite burden was significantly different in cells infected with
RH or PRU strains (Fig. 1). Parasite burden of RH strain was significantly decreased in IFN-
y-stimulated microglial and endothelial cells (p < 0.01) (Fig. 1), but not in IFN-y-stimulated
neurons (p < 0.01). In contrast, PRU burden rate remained high in each type of IFN-y-

stimulated cells (p < 0.001) (Fig. 1).

4. Discussion

Results showed that IFN-y had a significant effect on some immune protein expression,
decreasing their production mainly in PRU-infected cells.

In PRU-infected microglia cells, IFN-y caused a decrease of MCP-1, growth factors,
Serpin E1 and sSICAM. The chemokine MCP-1 is known for initiating monocyte/macrophage
activation which can promote pro-inflammatory immune response against T. gondii and it can

also participate in the control of Toxoplasma infection, as described in human MRC5
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fibroblasts (Brenier-Pinchart et al. 2002) and human astrocytes (Brenier-Pinchart et al. 2004).
The decrease of this production under IFN-y treatement suggests that this cytokine may
control a pro-inflammatory immune reaction during this infection. This process was
confirmed by a decrease of G-CSF and GM-CSF. These two growth factors are involved in
dendritic cell activation, granulocyte survival and enhancement of macrophage/microglial
function so that the decrease of their production might limit immune cell activation. In
addition, these two growth factors were reported to inhibit neutrophil apoptosis during
Toxoplasma infection (Channon et a. 2002). The decrease of growth factor production during
PRU infection could promote neutrophil apoptosis and thus reduces pro inflammatory
reaction induced by this strain. The production of Serpin E1 decreased also after IFN-y
pretreatment.. Serpin E1 was reported to inhibit uPA/uPAR pathway which promotes the
secretion of MMP-9 active forms by Toxoplasma-infected macrophages (Schuindt et al.
2012). After stimulation by IFN-y, the diminution of Serpin E1 production might promote
parasite invasion in the three types of cells tested.

In PRU-infected endothelial cells we noted decreasing of I1L-6, chemokines “MCP-1, MIF
and GROa”, growth factors, Serpin E1 and sICAM. Intereleukin-6 contributes to the
intracellular control of types | and Il parasite strains in mouse neurons (Jebbari et a. 1998).
The decrease of IL-6 might be involved in loss of PRU multiplication in these cells. In
addition, the dimunition of chemokine production could be control locale inflammatory
reaction and promote parasite multiplication. MIF is considered as an important protein. It has
been described that MIF had a role in controlling Toxoplasma parasite burdens via a strong
immune inflammation response responsible for intestinal tissue damages. MIF-deficient mice
were succeptible to T. gondii infection and presented a high parasite burden (Flores et al.
2008). In our case, the high parasite burden noted in PRU- infected endothelia cells is

facilated via Serpin E1 and SICAM reducing.
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In RH-infected endothelial cells, results showed also that IFN-y caused a decrease of the
same proteins except MCP-1, MIF, Serpin E1 and SICAM. These data indicate that RH strain
could be less pro-inflammatory strain than PRU strain and the normal expression of Serpin
E1 and SICAM suggests role of these proteinsin the control of RH strain multiplication.

In PRU-infected neurons, IFN-y decreased only growth factors and Serpin E1, but
increased SICAM production. The decrease of growth factor production during PRU infection
could control pro-inflammatory reaction and promote neutrophil apoptosis of neurons infected
by PRU. Diminution of Serpin E1 promotes parasite invasion and multiplication, which could
be explained by the high parasite burden in PRU-infected neurons. For SICAM, this protein
was known to have an inhibitory effect on T. gondii transmigration across BeWo (human
placenta), Caco2 (human intestine) and MDCK (canine kidney) cells which can control
parasite infiltration (Barragan et al. 2005). It has been reported that this protein expressed
significantly in patients Toxplasma IgM+. This result might conclude that SSICAM could be
involved in maintaining infection chronicity and Toxoplasma cyst formation (el-Shazly et al.

2001)

In neurons stimulated by IFN-y, both RH and PRU multiplication rates remained high,
suggesting that this cytokine alone is not sufficient for the control of parasite multiplication in
neurons. In contrast, RH multiplication rate was decreased in human microglial and
endothelial cells stimulated by IFN-y. This finding suggests the implication of IFN-y in the
control of RH multiplication in these two types of human cells. In vivo, this effect could be
promoted via IFNy-activated lymphocytes which had a major role in parasite proliferation
control. These cells can activate Thl immune response and NK cells to limit parasite
proliferation in murine model (Denkers et al. 1993). Unexpectedly, this control of
multiplication by IFN-y in human microglial and endothelia cells was not observed for the
type Il strain PRU, suggesting that the control of PRU proliferation could need other immune
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mediators such as TNFa, which interact with IFN-y action, as described in murine microglia

(Freund et al. 2001) .

In conclusion, IFN-y is implicated in the decrease of pro-inflammatory reaction in PRU-
microglial and endothelial cells, which promote parasite persistance. In contrast, IFN-y may
have arole in controlling RH multiplication in human microglial and endothelia cells but not
in human neurons. Contrary to what has been demonstrated in in vivo studies, our results
show that the PRU strain proliferates in all stimulated and non-stimulated cells, as the result
of a specific effect of this strain on host cell responses or of absence of the immune protein

and cellular interaction that takes place in vivo.
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Cells CMH5 Hbmec SH SY5Y

Strains RH PRU RH PRU RH PRU
Proteins
IL-6 - - ) AV - -
Interleukines
IL-8 - - - - - -
MIF - - - N ] ]
Chemokines MCP-1 - AN - AR A -
GROa - - - A - -
G-CSF AN AN AR AN
Growth
factors | Gm-csk - N ) ;
sICAM - AN - AN
Other
Serpin E1 - AR - AN

Table 1 cell types, parasite strains and IFN-y effects on pro-inflammatory protein
expressions. Pro-inflammatory proteins were analyzed in supernatants of cultivated RH- or
PRU-infected cells using Proteome Profiler Array. All spots were quantified as pixel units by
GeneTools. Vaues correspond to the pixel values of uninfected cells (negative control)
subtracted from pixel values of infected cells. The effect level was determined using Scheirer-
Ray-Haretest and Steel-Dwass and/or Siegel-Castellan post-hoc tests. W expression decrease
which p<0.05; 3N expression decrease which p<0.001. & expression increase which p<0.05;

A A expression increase which p<0.001.
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Figure 1 effect of IFN-y on parasite multiplication. Microglia cells, endothelial cells and
neurons were stimulated by IFN-y before being infected with the RH or PRU strain of T.
gondii for 24 h. Parasite burden was quantified by semi-quantitative RT-PCR in stimulated
and infected cells (black) and in non-stimulated and infected cells (stripes). These parasite
burden were evaluated as follows: final number of tachyzoites/initial number of tachyzoites.

Comparison was performed using Scheirer-Ray-Hare test. ** p< 0.01.
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VI. Chapitrell : Etude des mécanismes apoptotiques
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V1.1 Geénéralités

L'apoptose est un processus controlé par lequel les cellules activent des voies
responsables de leur auto-destruction en réponse a un large éventail de stimuli, dont les
dommages de I'ADN et les signaux provenant des cellules immunitaires. Ces voies
aboutissent a la phagocytose des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires et les
cellules voisines, empéchant ains la fuite du contenu des cellules dans le milieu
extracellulaire. Ceci s oppose au phénomeéne de nécrose, durant lequel les cellules gonflent et
eclatent, conduisant a I'activation d’'une réponse inflammatoire locale. Les cellules
apoptotiques présentent des caractéristiques morphologiques et biochimiques, y compris la
condensation des chromosomes, la fragmentation de I’ADN sous forme de leader, le
bourgeonnement de la membrane, I'affaiblissement du potentiel de la membrane
mitochondriale et la perte de |’asymétrie des phospholipides membranaires. Les différentes

voies d'induction de I'apoptose sont activées en fonction de la nature des stimuli apoptotiques.
V1.1.2 Les principales voies de I’ apoptose

VI.1.2.1 La voie intrinseque

Certains stress intracellulaires induisent la libération de I'oxygene. L’ oxygene libéré
va ensuite affecter l'intégrité des mitochondries et donc favoriser leur perméabilité. Le
cytochrome C est ensuite libéré de I'espace inter-membranaire de la mitochondrie vers le
cytosol (Liu et a., 1996). Le cytochrome C va se fixer a la protéase qui active le facteur
apoptotique-1 (Apafl), la procaspase 9 et au dATP pour former un complexe pro-apoptotique
appelé «apoptosome» (Figure 20). La caspase 9 activée est libérée par |’ apoptosome pour
activer les autres caspases (Zou et al., 1999).

VI.1.2.1.1 Les caspases

L es caspases sont des protéases a cystéine dont le réle dans I'apoptose a été largement
étudié. Elles peuvent étre clivées par un grand nombre de protéines cellulaires en réponse a
des stimuli apoptotiques. Les caspases sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs
«procaspases», qui necessitent une activation allostérique ou un clivage protéolytique (Ayaa
et a., 1994; Saikumar et al., 2007). Les caspases 8 et 9 sont activées notamment par lavoie de

la mort des récepteurs et les voies de |'apoptose mitochondriale, respectivement (Figure 20).
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Ces caspases sont souvent appel ées « caspases initiatrices » car, une fois activees, elles sont
clivées et activées en aval de la cascade des caspases. Cette cascade aboutit a I'activation
d’ autres caspases effectrices comme les caspases 3 et 7 (Figure 20): ces dernieres représentent
un point de convergence entre la voie mitochondriale et les voies des récepteurs de mort. Les
caspases clivent un éventail de protéines cibles en aval, y compris les lamines nucléaires et les
protéines du cytosquelette ; ce clivage provoque des changements morphologiques associés
au phénomene apoptotique. En outre, les caspases ont la capacité de cliver et d'inactiver un
certain nombre de protéines de signalisation cellulaire, y compris la protéine STAT1 (King
and Goodbourn, 1998), kB (Barkett et al., 1997), NF-kB (Kang et al., 2001) et la BCL anti-
apoptotique 2, membres de la famille des Bcl2 (Cheng et al., 1997) et Bcl XL (Clem et a.,
1998). En revanche, le clivage de la protéine Bid par la caspase 8 augmente ses propriétés
pro-apoptotiques, ce qui aboutit alatransduction du signal apoptotique du cytoplasme versles
mitochondries (Figure 20) (Li et al., 1998).

VI.1.2.1.2 Les protéines Bcl2

L’ apoptosome est régulé par la famille des protéines Bcl2 (protéines des cellules B du
lymphome 2). 1l existe plus de 20 protéines différentes Bcl2, contenant chacune un domaine
conserve (BH). Ce domaine peut avoir des propriétés pro ou anti-apoptotiques. Les membres
de la famille anti-apoptotique sont : Bcl2 proprement dite, Bel XL, Bcl W, Al et Mcll. Les
protéines Bcl2 anti-apoptotiques sont associees a des protéines des membranes
intracellulaires, y compris celles de la mitochondrie, du noyau et du reticulum endoplasmique
(RE). Bcl2 est une protéine membranaire intégrale (Janiak et al., 1994), alors que Bcl W et
Bcl XL sassocient uniguement avec la membrane en réponse a des signaux apoptotiques
(Cory and Adams, 2002).

VI.1.2.1.3 Les protéines Bax

Au cours du processus apoptotique, Bax est présent comme un monomere dans le
cytosol, il sinsere dans la membrane mitochondriale externe, ou il va ensuite s oligomériser
(Nechushtan et al., 2001). Dans les cellules au repos, Bak existe dans la membrane
mitochondriale comme un oligomeére, mais au cours de |'apoptose, il change de conformation
(Griffiths et al., 1999). Ces oligoméres de Bax et Bak affectent la perméabilité de la
membrane mitochondriale et promeuvent la libération du cytochrome C (Pastorino et a.,

1998). Ceci pourrait se produire de deux facons (Antonsson et a., 2001), soit en formant eux-
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mémes (Bax-Bax ou Bak-Bak) les pores ou en interagissant (Bax-Bak) pour élargir les pores
de transition de la perméabilité mitochondriale existante (Figure 20) (Tsujimoto and Shimizu,
2000).

V1.1.2.2 La voie extrinseque

En réponse a la liaison du ligand, les récepteurs de mort (TNFR, Fas et TRAILR)
recrutent les protéines adaptatrices specifiques pour former le DISC (Death Inducing
Signaling Complex) (FADD plus procaspase 8) par l'intermédiaire de leurs domaines
intracellulaires (Figure 20). Le DISC clive la procaspase 8 en caspase 8 active. Cette derniére
active en ava les différentes caspases. La caspase 8 peut également activer la voie
mitochondriale de I'apoptose via le clivage de la protéine Bid en tBid (Figure 20). tBID
activée va ensuite transloquer dans la mitochondrie et interagit avec Bax et Bad, qui vont a
leur tour stimuler la mitochondrie a libérer le cytochrome C et Apaf-1 (Figure 20). Ces
protéines forment un complexe qui active la procaspase 9 et la cascade des autres caspases
(Figure 20). Ces voies sont régulées négativement au niveau du DISC par clAP et cFLIP et au
niveau mitochondrial par Bcl2 et Bcl XL. Ces proténes inhibitrices sont régulées par des
protéines mitochondriales telles que la Smac / Diablo (Figure 20) (Schutze et al., 2008).
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VI1.1.2.3 L'apoptose endoplasmique mediée par le reticulum

La présence des membres de la famille Bcl2 dans les membranes du RE (Krajewski et
al., 1993) pourrait moduler lalibération de Ca®* du RE (Figue 21) (Lim et al., 2008). Les ions
calcium représentent un second messager polyvalent qui intervient a la fois dans la survie
cellulaire et dans la mort cellulaire (Rong and Distelhorst, 2008). Les signaux pro-
apoptotiques du Ca®* sont renforcés par Bax, Bak et les protéines BH3 seulement. Les
protéines Bax et Bak stimulent les réserves de Ca? * du RE vers la mitochondrie (Figue 21)
(Nutt et al., 2002). Les BH3 seulement et Bik activent la libération de Ca** du RE (Mathai et
al., 2005). En revanche, Bid augmente I'absorption de Ca?* par les mitochondries (Csordas et
al., 2002). Les protéines Bcl2 anti-apoptotiques inhibent la libération du Ca®* & partir du RE
(Figue 21) (Distelhorst et al., 1996) via leur interaction avec les récepteurs canaux calciques
IP3 afin d’ empécher leur ouverture (Figue 21) (Chen et a., 2004). La protéine Bcl2 inhibe
également I'absorption du Ca®* par le noyau, ce qui suggére que le noyau a un réle inducteur
de I'apoptose (Figue 21) (Marin et al., 1996).
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Figure 21 : Voies apoptotiques du reticulum endoplasmique
(http://biochimej .univ-angers.fr/Page2/ COURS/7Rel StructFonction/7Unf ol dedProtResp/1Unfol dedProtResp.htm).
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Abstract

Infection with Toxoplasma gondii has a major implication in public health. One of the
particularities of this parasite is its invasion and persistence in the host. The mechanisms are
poorly studied in Humans. In mouse models, many aspects of the interaction between the
parasite and the cells are being studied. Apoptosisin one of these mechanisms which could be
modulated by Toxoplasma, to persist in host cells. The impact of the parasite virulence on the
viability of cells remainsto be clearly demonstrated. This review provides a general overview
of the paths of the invasion by T. gondii and the effect of the latter on the different apoptotic
pathways of the infected host cell.

Key Words: Toxoplasma gondii, infection, host cells, apoptosis.

Résumé:

Les infections par Toxoplasma gondii ont un impact maeur en santé publique. Une des
particularités de ce parasite tient & ses capacités d'invasion et de persistance dans |’ hote. Les
meécanismes par lesquels T. gondii se dissémine et persiste sont peu éudiés chez I'Homme.
Dans le modele murin, differentstypes d’interactions entre le parasite et les cellules hotes ont
été étudiés. L’ apoptose est un des mécanismes que Toxoplasma pourrait moduler pour
persister dans la cellule héte. L’ éude de |’ apoptose et de la viabilité tant dans le modele
murin gue chez I’homme doit tenir compte de I’influence du type de la souche parasitaire.
Cette revue a pour objectif de synthétiser les données sur les effets de T. gondii sur les

différentes voies apoptotiques de la cellule héte infectée.

Mots Clés. Toxoplasma gondii, infection, cellules hotes, apoptose
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|. Introduction

Toxoplasma gondii is a ubiquitous parasite, which affects approximately one-third of
al humans worldwide (Montoya et al., 2001) making Toxoplasma amongst the most
successful human parasites (Murat et al., 2013). This parasite is also able to theoretically
infect al warm-blooded animals from birds to mammals. Cats, or more generally Felidae, are
the only animals that allow the sexual reproduction leading to oocyst excretion in their feces.
Infection occurs by ingestion of cysts contained in parasitized meat or oocysts present in
vegetables contaminated by cat feces. After an initial stage of tachyzoite proliferation and
dissemination, the infection usually persists in a chronic form, following the formation of
tissue-cysts containing bradyzoites, especially in the brain (Sullivan et al., 2013).

Clinica forms of toxoplasmosis in humans range from asymptomatic to lethal
depending on the host’s immune response. Since its entry into the host, Toxoplasma gondii
triggers an immune response focused on the interferon-gamma (IFN-y) secreted by T
lymphocytes. Paradoxically, parasite usesiit to establish and persist in the hosts.

Usualy, immune response in the case of immunocompetent host leads to the
acquisition of protective immunity, preventing any reinfection. In case of immune deficiency,
in particular in AIDS patients, the bradyzoites released following cyst rupture are converted
into tachyzoites, the proliferation of which is not effectively controlled by the immune

response of the host, leading to severe brain damage (Kamerkar and Davis, 2012).

Most protozoan parasites have the ability to modulate the host cell response.
Apoptosis, is one of the mechanisms targeted by these parasites. Apoptosis or programmed
cell death is the process by which cells trigger their destruction. It was firstly described by
Ker et a (Kerr et al., 1972). Apoptosis is an essential pathway for development and tissue
homeostasis.

Unlike necrosis, during apoptosis processes no inflammatory reaction is involved and
a membrane integrity is preserved. This phenomenon is tightly regulated and any imbalance
can cause diseases. Thus, excessive apoptosis can lead to degenerative diseases. Conversely, a
defect in apoptosis can lead to the development of autoimmune diseases or participate in

carcinogenesis.
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Apoptosis can be induced by many stimuli (growth factor deprivation, exposure to
ultraviolet or exogenous factors such as cancer). According to these signals, we can
distinguish two signaling pathways: the death receptor and the mitochondrial pathways.

Most pro-apoptotic stimuli are associated with a permeabilization of the outer
mitochondrial membrane. This process is regulated by pro-and anti-apoptotic B- cell
lymphoma 2 (Bcl-2) and leads to the release of cytochrome c into the cytosol. Cytochrome c
promotes activation of caspases, the proteases responsible of the apoptotic mechanism’s
(Dania and Korsmeyer, 2004).

Toxoplasma gondii has been shown to modulate apoptosis response of host cells in
order to survive in infected cells. This differs depending of cell types. Toxoplasma gondii
protects different cell types from apoptosis induced by a variety of pro-apoptotic treatments.
Blocking apoptosis helps the parasite to avoid rapid clearance by infected cells, which are
activated by signals emitted by apoptotic cells. In contrast, T. gondii is able to initiate
apoptosisin some cells and during specific stages of infection.

I. Toxoplasma gondii modulates pathways to invade host cells

Different studies performed in mice and in human cells showed that T. gondii
modulates pathways during host invasion in a way that could have an impact on host cell
apoptosis. In mice, tachyzoite proteins can react directly by disrupting the host cell immune
process or indirectly by affecting the regulation of the transcriptomic process in vitro
(Howard et al., 2011; Hunter and Sibley, 2012). It has been demonstrated in Human
promyelocytic leukemia cells (HL-60) and human histiocytic lymphoma cells (U937) that
Toxoplasma which resides within the host cell in a parasitophorous vacuole can inhibit or
initiate apoptosis (Luder et al., 2001). A notable feature of T. gondii is the ability of parasite
to egress and maintain host cell viability at any time during its intracellular residence (Tomita
et a., 2009). In fact, it is known that pro-apoptotic molecules such as NO or TNFo are
produced by macrophages in response to T. gondii invasion (Albinaet al., 1991) (Higuchi and
Aggarwal, 1994). Exogenous NO could induce egress of T. gondii tachyzoites from mice
peritoneal macrophages (Ji et a., 2013) and IFN-y can promote tachyzoites egress in murine
astrocyte via | GTP-dependent manner at 3 h post infection (Melzer et al., 2008).

In mice, the majority of tachyzoite’'s molecules are secreted during invasion (Hunter
and Sibley, 2012). A molecule secreted by the rhoptries of the parasite, ROP16, can perform a
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tyrosine phosphorylation of the signal transducer and activator of transcription STAT3 and
STATS6 protein (Butcher et a., 2011; Saeij et a., 2007). Additional effectors secreted by other
parasitic organelles, the dense granules, GRA15 and GRA16, are released and traffic to host
cell (Bougdour et a., 2013), positively regulating genes responsible of cell cycle and p53
tumor suppressor pathway (Bougdour et al., 2013).

To resist to the parasite, a strong type 1 response (Thl) and IL-12 activation is needed
(Goldszmid et al., 2012), which stimulates NK and T cells to produce IFN-y to activate the
IRGs (IFN-regulated GTPases) to kill the parasite in the murine model (Howard et a., 2011).
ROP16 stimulates the secretion of a STAT3/6-dependent macrophage response that reduces
IL-12p70 synthesis (Butcher et al., 2011). Another signaling pathway responsible of reducing
IL-12p70 synthesis is the MAPKinase pathway. A series of kinases activate each other
(MAP4K, MAP3K, MAP2K), and ends with the phosphorylation of a specific MAPK that
regulates the expression of genes by activating transcription factors. It has been reported that
Toxoplasma is dependent of MKK (MAP Kinase kinase) to induce autophosphorylation of the
p38-a MAPK and to produce IL-12p70 (Im et al., 2005). A novel dense granule molecule
GRA24 has been identified. It is exported beyond the parasitophorous vacuole (PV) to the
nucleus of the host cell. GRA24 interacts directly with p38a and leads to unusual
phosphorylation of the host kinase (Braun et al., 2013). In addition to the phosphorylation
process, a recent proteomic study indicates that several proteins (GAP45 and MTIP) in the
Toxoplama motor complex are palmitoylated, and can regulate their cellular localization and
function (Jones et a., 2012). GAP45, one of proteins that constitute the myosin XI motor
complex required for motility of T. gondii is phosphorylated at several sites. The transient
phosphorylation of TQGAP45 at S163 and S167 appears to be important for glideosome
assembly, and a TQGA P45 mutant in which these phosphorylation sites were mutated failed to
interact with GAP50 (Gilk et al., 2009). A recent study shows that TgJROP17, recombinant
antigen of RH strain could be a kinase protein and have an anti-apoptotic role in infected
HEK 293T cells (Human Embryonic Kidney) (Wang et al., 2014a).

I11. Toxoplasma gondii modulates host cells apoptosis

I11. 1 Apoptosis pathways targeted by T. gondii

Different studies in mice and human cells have demonstrated that T. gondii modulates the

apoptosis response of host cells. It is able to down-regulate (Nash et a., 1998) or up-regulate
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host-cell apoptosis (Hisaeda et al., 1997). The specific pathways, which are targeted by the
parasite, may differ depending on infection stage (acute or chronic), on the virulence of the
parasite strain, and on the affected cell type. Hisaeda et a., have shown that RH virulent strain
can induce apoptosis in a culture of mouse peritoneal macrophages and in a mouse
macrophage derived cell line (J774A.1) (Hisaeda et a., 1997). In this case, T. gondii may
inhibit HSP65 process to enhance apoptosis of these infected cells (Hisaeda et al., 1997). So,
a high level of apoptosis and an increased mortality rate have been shown to be associated
with T. gondii infection caused by this highly mouse virulent strain at an acute stage of
infection (Hisaeda et al., 1997) (Gavrilescu and Denkers, 2001). This process was associated
to increased levels of Thl cytokines, such as IFN-y, TNF-a and IL-12, which might promote
cell death during acute infection with virulent strains (Mordue et a., 2001). Khan et a.,

demonstrated that the ME49 avirulent strain promotes apoptosis of mice CD4* splenocytes
viaFas—FasL interaction at 7 days post infection (Khan et al., 1996). Comparing these studies,
we can note that the virulent profile of T. gondii strain is not amajor factor that influenced the
apoptotic process. This could be confirmed by the infection of murine astrocytes by RH
strain, which decreased expression of the anti-apoptotic proteins Survivin, PUMA, and Bcl-2
and increased pro-apoptotic proteins Noxa in the early stage of infection (Contreras-Ochoa et
al., 2013). In infected mice brain, neuron apoptosis noted in Toxoplasmic encephalitis (TE)
could be aresult from the primary injury by a parasite burden or from the secondary response
to microglia activation, which promotes neuron cell damage (Handel et al., 2012). This
hypothesis was confirmed by the study of Luo and al., in which they found that infected
microglia secreted pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a, and iNOS).
Inflammation generated is responsible for neuronal lesions in the brain of infected mice with
reactivated TE (Luo et al., 2014).

In other hand, T. gondii has been an ability to inhibit apoptosis in several murine and
human host cells treated with a broad spectrum of pro-apoptotic stimuli (Goebel et al., 2001;
Goebel et al., 1999; Nash et al., 1998; Payne et al., 2003). Toxoplasma gondii interferes with

different process to inhibit apoptosis for maintaining chronic Toxoplasma infection.
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[11.1.1 Blocking activation of pro-apoptotic proteins

In vitro studies have shown that mitochondrial cytochrome c released was inhibited by
RH tachyzoites in MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) fibroblastic cells (Carmen et al.,
2006; Goebel et a., 1999) and by NTE (type Il) avirulent Toxoplasma strain tachyzoites in
human promyelocytic leukemia cells (HL-60) (Keller et al., 2006) via a direct inhibition of
caspase 3 and 9 (Goebel et al., 1999). Toxoplasma gondii affects other apoptotic pathways. In
the type | human B lymphoblastoid cell line (SKW6.4), RH strain induces alteration of
apoptosis triggered by Fas/CD95 path by degrading the pro-caspase 8 (Vutova et al., 2007)
(Figure 1). Toxoplasma gondii has the ability also to down-regulate TNFR1 or TNFR2
expressions (Derouich-Guergour et a., 2002) in RH infected Human embryonic lung MRC5
diploid fibroblasts (Derouich-Guergour et a., 2002). In addition to the major apoptotic
pathways, smart T. gondii parasite has a capacity to affect other cell death pathways such as
CTL activities. Infected Murine T lymphoblasts (MLR) and RH-infected murine CD8" T cells
(M12-neo-1 cells) seem to be resistant to perforin and granzyme-mediated apoptosis (Figure
1). This is induced by inhibiting the apoptotic activity of Cytotoxic T Lymphocytes (CTL)
(Nash et al., 1998; Vutova et al., 2007; Yamada et a., 2011). It has been suggested a direct
link between the inhibition of apoptosis and the association between the T. gondii vacuolar
membrane and host cell mitochondria (Sinai and Joiner, 2001; Sinai et al., 1997). In addition,
Toxoplasma reached the apoptotic system further and targets the stage of DNA degradation.
Toxoplasma gondii affects PARP expression in murine macrophage (RAW264.7 cells)
infected by NTE strain (Figure 1), decreasing PARP expression within 10 min and
suppressing it after 1 h post infection (Gais et al., 2008). In addition, TgCtwh3, atypical
Toxoplasma strain showed that activates phosphorylation of STAT3 in infected human
macrophage. This activation induces an overexpression of miR-17-92-miRNAs that inhibited
Bim, pro-apoptotique protein, leading to the survival of infected macrophage by this atypical
strain (Cai et al., 2014). The polymorphism of ROP16 produced by this strain is the similar to
the type | strain, so authors suggested that this ROP16 activated macrophage mechanisms
could be the same that target by type | Toxoplasma strain (Cai et al., 2014).

The growth factors G-CSF and GM-CSF also seem to be implicated in apoptosis
mechanism. Channon et al., demonstrated that both G-CSF and GM-CSF secreted by
fibroblastic cells infected by PLK avirulent strain inhibited apoptosis of human neutrophils,
which promotes their survival (Channon et al., 2002). Recently, Wang et a., have
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demonstrated that RH strain induces apoptosis in neural stem cells via endoplasmic reticulum
pathway. This finding was confirmed by a high expression of C/EBP homologue protein
(CHOP), caspase 12 and activation of c-Jun N-terminal Kinase (INK) pathway (Wang et al.,
2014b).

[11.1.2 Up-regulating anti-apoptotic proteins

Up-regulation of anti-apopototic proteins includes expression of anti-apoptotic Bcl-2s
family (Hwang et al., 2010; Payne et a., 2003), down-regulation of pro-apoptotic Bax
(Carmen et a., 2006) (Figure 1), and the prevention of Bax/Bak activation by BH3-only
family members (Hippe et al., 2009). In addition, HSP70 family, an endogenous pleiotropic
inhibitor of apoptotic cell death, have been reported aso to regulate apoptosis by influencing
the apoptosis promoting activity of mitochondria (Didelot et al., 2006; Yenari and Sapolsky,
2005). HSP70 derived from T. gondii-infected cells has been reported to be important for
control of the host immune response. Indeed, injection with T. gondii HSP70 caused an
important reduction of parasite burden in various organs of B6 and BALB/c mice during both
acute and chronic phases of toxoplasmosis (Mohamed et al., 2003). Bcl-2 and HSP70
expressed by Toxoplasma human monocyte infected cells (TH1), inhibited the mitochondrial
permeability transition pore, blocked release of both cytochrome ¢ and apoptosis inducing
factor protein (AIF) from mitochondria and inhibited ATP-mediated pro-caspase 3/9 (Hwang
et a., 2010) (Figure 1).

The Serpin B3 and B4 were expressed in T. gondii infected macrophages (Ahn et a.,
2009). It has been shown that T. gondii modulates the expression of Serpin B3 and B4 in RH-
infected human acute monocytic leukemia cells (TH1), which may function as cellular factors
involved in the regulation of apoptosis pathway (Song et al., 2012).

111.2 Apoptosis signaling pathway targeted by T. gondii

[11.2. 1 NF-xB pathway

It has been described that T. gondii regulates apoptosis paths by Al-a an anti-
apoptosis member of the Bcl-2 family. This process may be an important pro-inflammatory
event in acute host responses. It leads to an increase of parasite burden in the non-apoptotic
cells (Orlofsky et al., 2002). Toxoplasma RH strain up-regulates also the expression of Mcl-1
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(Figure 1) (another anti-apoptotic Bcl-2 family member) and inhibitors of apoptosis (IAP)
(Goebdl et d., 2001; Molestina et al., 2003). Many of the cellular |APs are known to be under
NF-xB regulation (Stehlik et al., 1998; Wang and Frazier, 1998), which promotes the host
pro-survival machinery and pro-inflammatory expression proteins in mouse NIH 3T3 Balb/c
fibroblasts (Payne et a., 2003). This pathway plays a crucial role in modulating both innate
and adaptive immune responses. NF-xB activation is extensively considered to play an anti-
apoptotic function in cellular responses to diverse injurious stimuli (Karin and Lin, 2002). In
bone marrow-derived murine macrophages infected by the RH strain, p50, p65 and RelB were
observed in response to parasite challenge in in vitro and in vivo studies (Caamano et a.,
1999; Shapira et al., 2002). The importance of NF-«B pathway for regulating immune
response to survive acute Toxoplasma infection (Caamano et al., 1998) was confirmed by a
lack of Bcl-3, a protein involved in the regulation of NF-xB (Franzoso et al., 1997). Using
DNA arrays, expression of Bfl-1, IAP2, and TNFR1 was elevated over three fold in wild-type
cells compared to mice deficient p65 (Molestina et al., 2003). The parasite-mediated
induction of Bfl-1 might prevent host cell death primarily through regulation of mitochondrial
events such as membrane depolarization, cytochrome c release, and caspase-9 activation
(Chen et a., 2000; Lee et a., 1999) (Figure 1). IAP activation (1 and 2) enhance T cells
activation (Giardino Torchia et al., 2013). A lack of NF-»B activity could have important
effect in enhancing the expression level of survival genes (Molestina et al., 2003). In addition,
T. gondii infected mouse spleen cell promotes activation of anti-apoptotic Bcl-2 family
members but not pro-apoptotic pathways. The resistance of T. gondii in infected mouse spleen
cellsto apoptosis was attributed to prevention of caspase-3 activity and PARP activation. This
apoptosis inhibition was regulated by the activation of NF-xB that promotes transcription of
anti-apoptotic genes (Figure 1). In this case, expression of NF-xB is correlated with anti-

apoptotic protein expression after T. gondii infection (Kim et al., 2006a).

[11. 2. 2 MAPKinase (Mitogen-activated protein kinase) pathways

In addition to NF-xB pathway, MAPKinase paths were aso involved in activation of
both innate and acquired immune response during infection by T. gondii (Kim et al., 2006b).
Toxoplasma gondii induces P38 MAPKinase autophosphorylation in mouse macrophage
promoting IL-12 production (Kim and Boothroyd, 2005; Mason et al., 2004) (Figure 1).
Toxoplasma gondii response (Tg-MAPK) has an important role in regulation of immune
response and virulence of T. gondii strain (Brumlik et a., 2013). The Tg-MAPK controls
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IFN-y-mediated iNOS expression and NO production, and promotes activation of host cell
p38 MAPK activation, thereby limiting host iINOS production (Brumlik et al., 2013) (Figure
1). The inhibition of apoptosis observed in BeWo cells after infection with RH strain is
associated with the increased phosphorylation of the anti-apoptotic ERK1/2 protein (Angeloni
et a., 2013).

[11.2. 3 INKinase (c-Jun N-terminal kinases) pathways

The IJNKinase pathway is also involved in activation and/or inhibition of apoptosis
mechanisms during infection by T. gondii. The role of INK, as either a pro-apoptotic or pro
survival mediator, is dependent upon the magnitude and duration of JNK activation, and
appears to be cell-type specific (Johnson et al., 2007). The transcription factor NF-xB has
recently been shown to negatively regulate the JINK activation (Bubici et al., 2006; Tang et
a., 2001). But, Carmen et al., (Carmen et a., 2008) showed that the INK pathway does not
involve NF-xB signaling pathway in Hela infected Toxoplasma cells. In infected mouse bone
marrow-derived macrophages and human peripheral blood monocytes, Toxoplasma induced
B7-2 protein, which initiates T cells proliferation. B7-2 production is mediated via JNK
signaling pathway. The effective role of JNK signaling pathway is not yet clear during
Toxoplasma infection (Morgado et al., 2011).

[11. 2. 4 PI3K/PKB/Akt pathways

The phosphoinositide 3-kinase (Pl 3-kinase) pathway and the immediate downstream
effector protein kinase B (PKB/Akt) play important roles in cell survival and apoptosis
inhibition. It was reported that Toxoplasma infection of mouse macrophages activates
PKB/Akt in vivo and in vitro. This pathway promotes inhibition of apoptosis challenge via
host G;-protein-dependent Pl 3-kinase signaling (Kim and Denkers, 2006). In addition, T.
gondii inhibits apoptosis mechanism aso via this signalling pathway in THP-1 cells and
splenocytes. The phosphorylation of AKT protein promotes phosphorylation of Bad protein
which can prevent apoptosis activation by blocking Bax translocation, cytochrome c release
and caspase 3/ 9 activation (Quan et a., 2013) (Figure 1).
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[11.3 Conclusion

Toxoplasma gondii manipulates many signaling pathways intended for the host
defense toward its persistence into host cells. Among the host signaling pathways is the
apoptotic pathway. This response induces in most cases to alocal inflammatory reaction asin
the case of TE. The mgjority of studies on this subject are described in the mouse model. It
would be important to determine the different of T. gondii strains effect on inihibition pro-
apoptotic pathways and activation of anti- apoptotic pathways in human co-cultures. These
cell models allow us to study the interaction of different host cells in the presence of parasite.
Thus, the apoptotic pathway depending caspase has been well studied. Further research of the
effect of T. gondii virulence proteins could be focused on no depending caspase pathway.
New molecular biology and proteomic technics will permit to identify activation, inhibition
and interaction of several proteins responsible for the signaling pathways involved in the
persistence of T. gondii in host cells.
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Figure 1: Toxoplasma gondii modulates mechanisms and signalling pathways of apoptosis.
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V1.3 Matérielset M éhodes
V1.3.1 Culture et infection cellulaire

Les cellules microgliales (CMH5), endothéliales (Hbmec) et les neurones (SH SY5Y)
sont cultivés et infectés par les deux souches de T. gondii (RH et PRU) durant 24 h et 48 h

selon le protocol e déecrit dans le chapitre « Matériel biologique utilisé ».
V1.3.2 Analyse de I’ apoptose
VI1.3.2.1 La cytométrie en flux

Les culots secs des cellules nerveuses humaines non infectées (contréles) et infectées
sont mis en suspension dans 300 uL de PBS (phosphate buffer salin 1X). Aprés numération
des cellules, 5 x 10° cellules sont mélangées dans 100 puL de PBS Ca®*Mg* et 5 pL
d'’Annexine-V (BD Phamingen, Le Pont de Claix, France). Les tubes sont incubés a |'obscurité
et a température ambiante pendant 15 min, temps nécessaire a l'’Annexine-V pour se fixer sur
les phosphatidylsérines membranaires accessibles. Juste avant |e passage des cellules dans le
cytometre, 10 uL diodure de propidium (BD Pharmigen) sont gjoutés dans chacun des tubes.
L es échantillons sont ensuite analyses par cytomeétrie en flux (FACSCalibur, BDBiosciences,
France). Les événements ont été acquis, et les données ont été analysées avec le logiciel
Flowjo (Tree star, USA).

VI.3.2.2 L'ELISA Cell Death

Le kit Cell Death Detection ELISA PLUS® (Laboratoires Roche®, France) a été
utilisé pour quantifier les nucléosomes solubles qui résultent de |'apoptose activée dans les
cellules nerveuses humaines infectées par T. gondii. Quatre cent microlitres de Lysis-Buffer
ont été gjoutés aux culots secs des cellules infectées. Lalyse des cellules est effectuée pendant
30 min dincubation a température ambiante pendant 10 min a 200 g. Aprés une
centrifugation, un volume de 20 uL du surnageant est dispose dans les 96 puits de la plague
d’ Elisa Cell Death. Vingt microlitres de tampon d'incubation sont gjoutés dans le puits du
blanc et 20 uL du témoin positif dans le puits témoin positif. Ensuite, un volume de 80 uL
d’ Anticorps Anti-histone et Anti-ADN est gjouté dans chacun des puits. L’ incubation est de 2
h. Quatre lavages sont réalises avec 200 puL du tampon d'incubation et 100 uL d'ABTS (2,2-

azino-bis3-ethyl benzothiazoline-6-sulphonic acid). La plaque est ensuite incubée pendant 15
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min a température ambiante permettant a la réaction colorée de se développer. Cent
microlitres de H,SO, sont goutés afin de stopper la réaction. La lecture des DO (Densité
Optique) a été faite a 405 et 492 nm. Un témoin negatif a été effectué pour chaque type
cellulaire et sert a déterminer le bruit de fond. La DO corrigée est ainsi calculée en faisant la
différence entre la DO obtenue avec le surnageant expérimental et laDO du bruit de fond.

VI1.3.2.3 La méthode TUNEL

La méthode TUNEL a été réalisée en suivant les recommandations du kit DeadEnd™
Colorimetric Apoptosis Detection System des laboratoires Promega (Promega, Lyon, France).
Les cellules ont été cultivées sur des lab-Tek (Sartedt, Marnay, France), divisées en 4 petites
chambres de culture cellulaire. Aprés avoir fixé les cellules, elles sont immergées dans du
formol a 10 % pendant 25 min puis plongées 2 fois dans du PBS froid, 5 min a chaque fois.
La lame est ensuite immergée dans du PBS a 20% de Triton ® X-10 (Sigma- Aldrich)
pendant 5 min, afin d'étre permeéabilisée, puis plongée 2 fois dans du PBS, 5 min a chaque
fois. Cent microlitres du tampon déquilibrage sont gjoutés puis la lame est incubée a
température ambiante pendant 5 & 10 min. Cent microlitres du mélange réactionnel TdT sont
gjoutés et lalame est directement recouverte d'une lamelle en plastique afin éviter le séchage.
Lalame est incubée 1 heure a 37°C dans une atmosphere humide. Afin d'arréter laréaction, la
lamelle est ensuite retirée et la lame est immergée dans du SSC 2X pendant 15 min. Un
lavage est effectué en plongeant 3 fois la lame dans du PBS froid, 5 min a chague fois, puis
elle est immergée dans 0,3% de peroxyde d'hydrogene pendant 3 a 5 min pour bloquer la
réaction. La lame est plongée 3 fois dans du PBS glacé, 5 min a chaque fois, puis un volume
de 100 uL de Streptavidine HRP (dilué 1/500 dans du PBS) est gjouté. Lalame est incubée 30
min atempérature ambiante. Puis elle est lavée 3 fois dans du PBS glace, 5 min a chaque fois.
Un volume de 100 uL DAB (préparée immédiatement avant utilisation) est gouté afin de
permettre la coloration des cellules. Un dernier lavage est réalisé dans de |'eau dé-ionisée pour
enlever I’ exces de colorant. L’ observation est réalisée par microscopie optique (Nikon Eclipse
TS 100).

V1.3.2.4 Extraction des protéines

Des extraits de protéines totales ont été obtenus selon le protocole suivant: 5 x 10°
cellules infectées par une souche de parasite et non infectées ont été mises en suspension
separément dans 40 uL de Pierce RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Lysis and
extraction Buffer (Thermo Scientific, Strasbourg, France). Le tout est ensuite incubé 20 min
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danslaglace. Les extraits cytoplasmiques ont été récupérés apres une centrifugation de 11200
tours/minute pendant 20 min a4°C.

L e dosage des protéines extraites a été réalisé a |’ aide d une gamme étalon de BSA (Bovine
Serum Albumine) (Sigma- Aldrich). Cette gamme a été réalisée a partir de 10 mg/ml de BSA,
et selon la procédure décrite dans le tableau 2. Ensuite, dans une plague Nunc-MaxiSorp de
96 puits (EBioscience, Paris, France), 2 uL d’eau sont gjoutés dans le puits du blanc, 2 uL de
chacun des points de la gamme sont gjoutés dans chaque puit destiné a la gamme et 0,4 uL
d’extrait protéique et 2 ulL d’eau sont gjoutés dans les autres puits. Un volume de 200 pL de
Bradford (Sigma- Aldrich) dilué a 1/5 est gjouté dans chague puits. La concentration des
protéines est évaluée par le dosage de la DO a 595 nm (Multiskan, Thermo Scientific) par une
soustraction du blanc.

Tableau 2 : Préparation dela gamme BSA, solution mére de BSA (SM)= 10 mg /mL

Lespointsdela Volumed'eau ajoutée Volumedelasolution Concentration finale
gamme (uL) adiluer (mg/ mL)
(nL)
S6 800 200 SM 2
S5 850 150 SM 15
A 900 100 SM 1
S3 300 300 S5 0,75
S2 300 300 4 0,5
S1 200 200 S2 0,25

VI1.3.2.5 Western Blot

La détection de |’ expression des caspases a été effectuée par la technique de Western
Blot en utilisant les anticorps anti-caspase 8 (Caspase-8 «1C12» Mouse mAb) (Cell
Signaling, Danvers, USA) et anti-procaspase 3 (Caspase-3 « 3G2 » Mouse mAb) (Cell
Signaling). Quarante milligrammes de protéines ont éé necessaires pour chague Western
Blot. Cing microlitres de bleu de charge LDS Sample Buffer (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) et 2 uL de Sample Reducing Agent (Invitrogen) sont gjoutés a 40 mg d extrait
protéique. Le tout est gusté avec de I’ eau distillée a 20 uL de volume final. Le mélange est
incubé a 95°C pendant 5 min. Ensuite, les protéines préparées ont été deposees dans les puits
d’'un gel de polyacrylamide Bolt a 4-12% Bis-Tris Plus (Invitrogen), 5 uL de marqueur de
taille SeeBlue Plus2 Prestained Standard (Invitrogen) est déposé dans le dernier puits du gel.
Lamigration est réalisée a un voltage de 165 V et 100 mA pendant 35 min. Les proténes sont
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ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose par un transfert semi-sec réalisé dans
un appareil iBlot Dry Blotting System (Invitrogen) pendant 8 min. Apres I’ é&ape du transfert,
la membrane est saturée dans de laBSA 5% (Sigma- Aldrich) pendant 1 h sous agitation. Dix
microlitres d’ anticorps primaires dilués a 1/1000 de caspase 8 ou de procaspase 3 sont mis en
contact avec la membrane, pour une incubation toute la nuit a 4°C sous agitation. Puis, la
membrane est lavée 3 fois pendant 10 min avec du TBS Tween 80 (lavage de 25 min). Les
anticorps primaires fixés sur les protéines sont marqués par un anticorps secondaire
Polyclona de lapin Anti-souris Immunoglobuline/HRP (Dako, Glostrup, Denmark) dilué a
1/1000 pendant 1 h a température ambiante et sous agitation. L’ exces d’ anticorps est éliminé
par 3 lavages de TBS Tween 80 pendant 10 min (lavage 25 min). Les protéines sont ensuite
révélées par la G-BOX (Syngene, Yvelines, France) sous l'effet d'un mélange de
Chimiluminescence de substance A et B (Millipore, Molsheim France).

V1.3.2.6 Elisa Pro et active caspase 3

La quantification de la caspase 3 est réalisée a I’aide de la pro & active caspase 3
Human duplex Elisa Kit (Abcam, Cambridge, UK). Dans un premier temps, les protéines sont
extraites a partir des culots des cellules infectées par un tampon d’ extraction Buffer 1X fourni
avec le Kit. L’extraction est réalisee en suivant le méme protocole décrit dans la partie
extraction des protéines. Chacune des deux formes de la caspase 3 est quantifiée par une
gamme specifique. La procaspase 3 est quantifiée par lagamme de HelL a-Vehicule Standards
(VEH) et la caspase 3 activée par la gamme de HelLaStaurosporine Standard (STS) en
suivant les étapes du tableau 3. Un volume de 50 uL de chaque échantillon (tampon
d’incubation pour le blanc, les points des deux gammes et les extraits protéiques) est gjouté
dans les puits de la plague Elisa (en duplicate). La plaque est ensuite incubée pendant 2 h a
température ambiante sous agitation. Apres 3 lavages par un tampon de lavage 1X, un volume
de 50 uL du mélange d anticorps de détection de la caspase 3 est gjouté dans tous les puits.
Ce mélange comporte un anticorps anti Procaspase 3-marqué a la phosphatase alcaline et un
anticorps anti-Active-Caspase 3-HRP. La plague est ensuite incubée pendant 1 h a
température ambiante sous agitation. Aprés incubation, les puits sont lavés 3 fois avec le
tampon d’incubation puis un volume de 100 uL de solution de dével oppement, constitué de
substrat fluorescent 1X et de peroxyde d’hydrogene 1X est gjouté dans tous les puits juste
avant lalecture.

Lalecture de lapro-caspase 3 est effectuée par la détection de la phosphatase alcaline

(AP), a une longueur d’onde d excitation de 360 nm et d’ émission de 450 nm (Multiskan,
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Thermo Scientific). La lecture de la caspase 3 active est effectuée par Horse Radish
Peroxidase (HRP), a une longueur d’onde d’ excitation de 555 nm et d’émission de 595 nm
(Multiskan, Thermo Scientific). Pour les deux formes de protéines, une lecture en cinétique
est réalisee: 3 lectures pendant 5 min a un intervalle de 80 sec sous agitation. Ensuite, le
rapport de la longueur d’ onde d excitation sur la longueur d’ onde d' émission est utilisé pour
interpréter les résultats.

Tableau 3: Préparation desgammesVEH and STS

Lespointsde Echantillon & Volume Volumede  Concentration Concentration
gamme diluer nécessaire Iincubation initiale finale
pour la Buffer 1X (ng/mL) (ng/mL)
dilution (uL) (uL)
1-VEH /STS Stock - 500 - 800
2-VEH /STS 1VEH /STS 150 150 800 400
3-VEH /STS  2VEH/STS 150 150 400 200
4-VEH /STS  3VEH/STS 150 150 200 100
5-VEH /STS  4VEH/STS 150 150 100 50
6-VEH /STS  5VEH/STS 150 150 50 25

V1.3.2.7 Elisa caspase 8

La quantification de la caspase 8 est réalisée par le kit Caspase-8 Human ELISA
(Abcam) en suivant les instructions du fournisseur. Avant le dep6t des échantillons, |a plague
ELISA est lavée avec le tampon de lavage 1X. Une gamme de dilution de 10 ng/mL jusgu’a
0,16 ng/mL est déposee dans chague puits destiné a un point de la gamme (en duplicate)
(tableau 4). Cent microlitres de diluant de I’échantillon sont agjoutés dans les puits du blanc
(en duplicate). Un volume de 50 uL de chague échantillon (surnageant de co-culture) est
gjouté aux puits (en duplicate). Ensuite, 50 uL d’anticorps de détection (1/1000) sont goutées
dans chagque puits. La plague est incubée pendant 2 h a une température ambiante sous
agitation. Aprés le temps d'incubation prévu, les puits sont lavés 3 fois avec du tampon de
lavage 1X, puis 100 uL de IgG anti-lapin marqués a I’ HRP (1/2000) sont gjoutés dans tous les
puits, le marquage nécessite 1 h d’incubation a une température ambiante sous agitation. La
plague est ensuite lavée 3 fois afin d’ éliminer les exces du marquage, puis un volume de 100
uL desolution de substrat TMB (Tetra ethyl-Benzidine) est gjouté dans chaque puits. Ceci est
suivi par une incubation de 15 min atempérature ambiante al’ obscurité. Apres|’incubation la
réaction est immédiatement stoppée en gjoutant 100 uL de solution d’ arrét dans chaque puits.
L’ absorbance de chague puits est lue a une longueur d onde de 450 nm. La DO de chaque

échantillon est calculée en suivant les instructions du fournisseur.
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Tableau 4 : Préparation dela gamme pour I'ELISA caspase 8

L es points de gamme Volume de Volume de chaque Concentration
Sample Diluent point degamme a finale
(ul) diluer ng/mL
(nL)
S1 100 100 10
S2 100 100 S1 5
S3 100 100 s2 25
4 100 100 S3 1.25
S5 100 100 4 0.63
S6 100 100 S5 0.31
S7 100 100 S6 0.16
100 100 ajeter

VI1.3.2.8 Analyse statistique

Les comparaisons des résultats ont été réalises avec des tests d analyses
multifactorielles non paramétriques (test de Scheirer-Ray-Hare) pour rechercher les effets
factoriels et leurs interactions éventuelles et des tests a posteriori (test de Steel-Dwass ou
Siegel-Castellan) pour preciser les différences deux a deux lorsgue I’ effet factoriel a été mis
en évidence. Par convention, les résultats seront présentés avec * lorsque le seuil de
signification est inférieur a 5%, ** pour un seuil inférieur a 1% et *** |lorsque le seuil est

inférieur a 0,1%. Nous considérons les comparaisons comme non significatives lorsque le

seuil est supérieur a5%.

134



V1.4 Résultats

V1.4.1 Cytométrie en Flux

Afin de déterminer le taux d apoptose activée dans les cellules nerveuses humaines
infectées par les souches RH et PRU, les culots des co-cultures ont été récupéres et analysés
dans un premier temps par la cytométrie en Flux en faisant un double marquage Annexin-v
(FL1-H) et IP (FL3-H). Les mesures ont été réalisees en triplicate a 24 h et a 48 h post
infection. Le résultat d’ une seule acquisition est présenté dans les figures 22, 23 et 24. Les
analyses statistiques et la construction des graphiques intégrent la totalité des résultats des
trois expériences. Pour chaque échantillon I’ acquisition a été faite pour 10 000 évenements
sur un diagramme qui sépare les cellules selon leurs tailles (FSC-H) et leurs structures (SSC-
H). Les cellules d’intérét correspondent aux cellules délimitées en population P1 (Figure 22,
23 et 24, cadres gauches). Les figures 22, 23 et 24 présentent les résultats de I’analyse. Les
cadres de gauche représentent la population de cellules analysées, le cadre de droite montre le
résultat du double marquage :

QL1 : cellules Annexin-v négatives et | P positives

Q2 : cellules Annexin-v positives et | P positives

Q3: cellules Annexin-v négatives et | P négatives

Q4 : cellules Annexin-v positives et | P négatives

Pour chaque acquisition, les tableaux de contingence récapitulent la répartition du
pourcentage des sous-popul ations cellulaires (Figure 22, 23 et 24).

La population des cellules microgliales est bien individualisée a 24 h post infection,
elle représente 95,9 % des cellules vivantes et 3,9 % des cellules apoptotiques (Figue 22B).
En revanche, le nuage de ces cellules perd son homogeénéité a 48 h post infection (Figue 22C).
Laviabilité des cellules s effondre a 54, 2% et le taux d’ apoptose augmente a 39,6 % (Figue
22C). En comparant ces résultats avec le résultat du contrdle (cellules microgliales non
infectées) (Figure 22A), on note que le taux d’ apoptose des cellules augmente a 48 h post
infection par la souche RH (Figue 22C).

Dans les cellules infectées par la souche PRU, le résultat de |’ acquisition montre une
population P1 bien individualisée dans les deux temps de I’infection. La viabilité des cellules
microgliales est de 94,2 % a 24 h post infection et de 98,4 % a 48 h post infection avec un
taux d'apoptose tres faible (5% a 24 h et 1% a 48 h) (Figure 22D et E). Les analyses

135



statistiques ne montrent pas un effet temps significatif. Les graphiques ont été congus en
utilisant la moyenne des pourcentages du taux d apoptose a 24 h et a 48 h. La figure 25
montre que le taux d’'apoptose diminue dans les cellules infectées par la souche PRU par
rapport a celui induit par la souche RH (p<0,01) et a celui du controdle.

En ce qui concerne les cellules endothéliales, |a population de cellules P1 apparait
moins individualisée a 24 h post infection par la souche RH. Les taux de la viabilité et de
I” apoptose des cellules ne changent pas par rapport aux cellules controles (viabilité : 96,7 %)
(apoptose: environ 3 %) (Figure 23A et B). A 48 h post infection la population des cellules P1
infectées est plus restreinte, le taux de viabilité des cellules est 1égérement diminué (84,5 %)
et le taux d'apoptose a augmenté (15,2 %) (Figure 23C). En revanche, I'infection par la
souche PRU provoque une diminution de viabilité des cellules (47,3 %) a 24 h post infection
et (55,4 %) a 48 h post infection (Figure 23D et E). Le taux d apoptose augmente a 24 h post
infection (45 %) et a 48 h post infection (45,6 %) (Figure 23D et E). Les analyses statistiques
montrent un effet de souche significatif. Le taux d'e |’apoptose est significativement
augmenté dans les cellules endothéliales infectées par la souche PRU par rapport aux cellules
infectées par la souche RH (p<0,001) et les cellules contrdles. En outre, la souche PRU induit
un taux d’ apoptose significativement plus fort dans les cellules endothéliales par rapport aux
cellules microgliales (p<0,001).

Dans les neurones infectés par la souche RH a 24 h et a 48 h la viabilité de la
population de cellules P1 ne change pas par rapport aux cellules non infectées (controle). Elle
est de 81,7 % dans les cellules contréles, de 87,3 % a 24 h post infection et de 89, 1% a48 h
post infection (Figure 24A, B et C). Suite a I’infection par la souche PRU, la viabilité des
cellules augmente a 93,7 % a 24 h post infection et a 96, 1 % a 48 h post infection (Figure
24D et E). Le pourcentage d’ apoptose reste tres faible. Les analyses statistiques montrent que
le taux d’apoptose dans les neurones infectés par la souche PRU est significativement plus
faible que celui activé par la souche RH (p<0,001).

L’ étude de I’interaction entre les cellules montre que le taux d’ apoptose des cellules
endothéliaes infectées par la souche PRU est significativement plus fort que celui activé dans
les neurones infectés par la méme souche (p<0,001) (Figure 25)
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Figure 22 : Résultat de I'analyse par cytométrie en flux des cellules microgliales
(CMHDb5). A. Cellules controles non infectées. B. Cellules infectées par la souche RH
a24 h post infection. C. Cellulesinfectées par la souche RH a48 h post infection. D.
Cellules infectées par 1a souche PRU & 24 h post infection. E. Cellules infectées par
la souche PRU a 48 h post infection. Les cadres de gauche représentent la
population de cellules analysées. Les cadres de droite montrent le résultat du double
marquage Annexin-v (FL1-H) et IP (FL3-H). Les tableaux de contingence
récapitulent la répartition du pourcentage des sous-populations cellulaires.
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Figure 23 : Résultat de I'analyse par cytométrie en flux des cellules endothédliales
(Hbmec). A. Cellules contréles non infectées. B. Cellules infectées par |a souche RH
a24 h post infection. C. Cellulesinfectées par la souche RH a48 h post infection. D.
Cellules infectées par 1a souche PRU a 24 h post infection. E. Cellules infectées par
Les cadres de gauche représentent la
population de cellules analysées. Les cadres de droite montrent le résultat du double
marquage Annexin-v  (FL1-H) et IP (FL3-H). Les tableaux de contingence
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Figure 24 : Résultat de |’analyse par cytométrie en flux des neurones (SH SY5Y).
A. Cellules contr6les non infectées. B. Cellules infectées par la souche RH a24 h
post infection. C. Cédllules infectées par la souche RH a 48 h post infection. D.
Cellulesinfectées par la souche PRU a 24 h post infection. E. cellules infectées par
la souche PRU a 48 h post infection. Les cadres de gauche représentent la
population de cellules analysées. Les cadres de droite montrent le résultat du
double marquage Annexin-v (FL1-H) et IP (FL3-H). Les tableaux de contingence
récapitulent la répartition du pourcentage des sous-populations cellulaires.

139




Moyenne du taux de I'apotose activie 3 24h et 48h (%)

NEG H PRU

10
38
30
13
15
. |
NEG RH PRU NEG
Hbmec

|
RH PRU
5

R
CMH5 SH SY5Y

Figure 25 : Reésultats de taux d’ apoptose activée dans les cellules microgliales, endothéliales
et neurones infectés par les souches RH et PRU a 24 h et a 48 h post infection. L’analyse
statistique multifactorielle n’a pas montré un effet de temps significatif. Par consequent,
I’ effet temps n’ est pas pris en compte lors de la construction des graphiques. Ces derniers sont
congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h. L’ analyse multifactorielle est
réalisée au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les interactions ont été mises en évidence a
I’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. * p<0,05, **p<0,01 et *** p<0,001.

V1.4.2 Quantification des nucléosomes solubles (Elisa Cell Death)

L es nucléosomes solubles qui résultent de I’ activation de I’ apoptose dans les cellules
nerveuses humaines infectées par les deux souches de T. gondii ont été quantifiés par le Kit
ELISA Cell Death. La quantification est réalisee en triplicate et chague mesure a été réalisée
en duplicate. Les analyses statistiques ne montrent pas un effet de temps significatif. Les
graphiques ont été congus en utilisant la moyenne de toutes les mesuresa 24 h et a48 h.

Contrairement a ce qui a été observe dans les résultats de la cytomeétrie en flux, le taux
des nucléosomes solubles est plus élevé dans les cellules microgliales infectées par la souche
PRU (p<0,001) que dans les cellules controles et les cellules infectées par la souche RH
(Figure 26).

En ce qui concerne les neurones et les cellules endothéliales, les résultats de la
cytomeétrie en flux sont confirmeés par la quantification des nucléosomes solubles. Le taux des
nucléosomes solubles dans les neurones infectés par la souche RH est significativement plus
élevé que ceux présentés lors de I'infection par la souche PRU (p<0,001) et dans le controle
(p<0,001) (Figure 26). Dans les cellules endothéliales, I'infection par la souche PRU induit
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une augmentation du taux des nucléosomes solubles par rapport a I’infection par la souche
RH et par rapport au contréle (p<0,0001) (Figure 26).
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Figure 26 : Quantification des nucléosomes solubles du taux d apoptose activée dans les
cellules microgliales, endothéliales et neurones infectés par les souchesRH et PRU a24 h et a
48 h post infection. L’ analyse statistiqgue multifactorielle n’a pas montré un effet de temps
significatif. Par consequent, |’ effet temps n’est pas pris en compte lors de la construction des
graphiques. Ces derniers sont congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h.
L'analyse multifactorielle est réalisee au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les
interactions ont été mises en évidence al’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. *
p<0,05, **p<0,01 et *** p<0,001.

V1.4.3 Quantification d ADN fragmenté (Tunel)

Comme les résultats des deux techniques étaient divergents pour les cellules
microgliales, la technique Tunel a été utilisée pour confirmer I’ activation de I’ apoptose dans
les cellules nerveuses humaines infectées. Dans les cellules microgliales, les résultats
montrent que la souche PRU induit un taux d apoptose plus important que la souche RH
(p<0,001) (Figure 27). Dans les neurones, c’est la souche RH qui induit un taux d’ apoptose
plus élevé que la souche PRU (p<0,001) (Figure 27). Dans les cellules endothéliades, c'est la
souche PRU qui induit un taux apoptotique €levé par rapport a la souche RH (p<0,001)
(Figure 27).

La comparaison entre les trois types cellulaires montre que le taux d’apoptose induit
par la souche RH dans les neurones est plus important que celui induit dans les cellules
microgliales (p<0,001) et dans les cellules endothéliales (p<0,0001) (Figure 27).
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En comparant les résultats des trois techniques, on note que les résultats sont
concordants pour les neurones et les cellules endothéliales (Figure 25, 26 et 27). En revanche,
pour les cellules microgliales, seuls les résultats de la technique d’ ELISA Cell death et de la
technique Tunel sont concordants (Figure 25, 26 et 27).
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Figure 27: Quantification du taux d’ADN fragmenté dans les cellules microgliales,
endothéliales et neurones infectés par les souches RH et PRU a 24 h et a 48 h post infection.
L'analyse statistigue multifactorielle n"a pas montré un effet de temps significatif. Par
consequent, I’ effet temps n’est pas pris en compte lors de la construction des graphiques. Ces
derniers sont congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h. L’anayse
multifactorielle est réalisée au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les interactions ont été
mises en évidence a I’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. * p<0,05, **p<0,01
et *** p<0,001.

V1.4.4 Détermination de |’ expression des caspases 3 et 8 (Western Blot)

D’aprés les résultats decrits, on note que chacune des souches RH et PRU induit
I" apoptose dans les cellules nerveuses humaines testées. En revanche, le taux de |’ apoptose est
différent selon les types cellulaires et les souches parasitaires. En résumé, la souche PRU
induit un taux d apoptose plus important dans les cellules microgliades et les cellules
endothéliales par rapport a la souche RH. Cette derniére induit un taux d apoptose plus
important dans les neurones que la souche PRU.
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Afin de déterminer les voies d’ apoptose activées dans les cellules nerveuses humaines
infectées par chacune des deux souches de T. gondii, un Western Blot a été réaisé afin de
détecter |’ expression de la caspase 3 et la caspase 8. Les caspases ont été choisies selon les
voies d' apoptose qu’elles induisent ; la caspase 3 pour la voie mitochondriale et |a caspase 8
pour lavoie des récepteurs de mort.

En effet, dans les cellules microgliales, la souche RH induit une diminution de
I’ expression de la caspase 8 par rapport aux contrdles. En revanche, le niveau de I’ expression
de cette caspase est inchangé dans les cellules infectées par la souche PRU par rapport aux
controles (Figure 28A). La pro-caspase 3 n'est exprimée ni dans les cellules microgliales
infectées ni dans les cellules controles.

Dans les cellules endothéliales, la souche RH induit une expression de la caspase 8
dans toutes les cellules (infectées et contréles). Le niveau de I’ expression de cette proténe
semble étre plus intense dans les cellules infectées, essentiellement a 48 h post infection
(Figure 28B). La souche RH induit une diminution de I’ expression de la pro-caspase 3 durant
les deux temps de I’infection, mais la diminution est plus faible a 48 h post infection (Figure
28B). La diminution de I’expression de la pro-caspase 3 refléte une activation de cette
derniére en caspase 3. Dans les mémes cellules, la souche PRU induit une forte expression de
la caspase 8 et une diminution de I’expression de la pro-caspase 3 a 24 h et a 48 h post
infection par rapport aux controles (Figure 28B).

Dans les neurones, la souche RH induit une expression de lacaspase 8a24 het a48h
post infection par rapport aux controles. Cette expression est accompagnée par une
diminution tres claire de I’ expression de la procaspase 3, ce qui indique I’ activation de cette
derniere (Figure 28C). Dans I’infection des neurones par la souche PRU, on note une faible
expression de la caspase 8 a 24 h post infection par rapport aux contréles. Cette expression est
inhibée a 48 h post infection. Ces résultats concordent avec la forte expression de la pro-

caspase 3 a48 h post infection (Figure 28C).
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Figure 28 : Expression de la caspase 8 et de |la procaspase 3. Analyse par Western Blot de
I’expression de la caspase 8 par un anticorps anti-caspase 8 (Caspase-8 « 1C12 » Mouse
mADb) et de I’expression de la pro-caspase 3 par un anticorps anti-procaspase 3 (Caspase-3
« 3G2 » Mouse mAb) dans les cellules nerveuses humaines infectées par les souches RH et
PRU a 24 h et 448 h post infection. A. Les cellules microgliales (CMH5). B. Les cellules
endothéliales. C. Les neurones (SH SY5Y).
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V1.4.5 Quantification de la procaspase 3, |a caspase 3 et |a caspase 8

Les niveaux d’ expression de la procaspase 3, de la caspase 3 active et de la caspase 8
active ont été quantifiés au moyen de la technique ELISA. Les résultats de la quantification
des caspases montrent que les cellules microgliales infectées par chacune des souches de T.
gondii n’expriment pas les caspases analysees (Figures 29, 30 et 31). Ceci concorde avec les
résultats décrits dans la technique du Western Blot (Figure 28). Dans les neurones infectés par
la souche RH, la quantité de la caspase 3 exprimée est significativement plus élevée par
rapport aux neurones infectés par la souche PRU (p<0,001) et par rapport aux contrbles
(p<0,001) (Figure 29). Ceci est confirmé par les résultats de la quantification de la procaspase
3 qui montrent un profil inverse de celui de la quantification de la caspase 3 active (Figure
30). Dans les cellules endothélides, I'infection par la souche PRU induit une production
elevée de la caspase 3 active par rapport a I'infection par la souche RH et par rapport aux
contréles (p<0,01). Les résultats de la quantification de la procaspase 3 présentent un profil
inverse de celui de la caspase 3 active (Figure 30).

La quantité de production de la caspase 8 dans les cellules microgliales infectées et
non infectées est trés faible par rapport aux autres cellules testées (p<0,001) (Figure 31). Le
profil de quantification de la caspase 8 est similaire au profil de la caspase 3 (Figures 29 et
31). En effet, dans les neurones, c'est I'infection par la souche RH qui induit une forte
production significative de la caspase 8 par rapport al’infection par la souche PRU (p<0.001)
(Figure 31). En revanche, dans les cellules endothéliales, ¢’ est I'infection par |a souche PRU
qui induit une forte production de la caspase 8 par rapport a I’infection par la souche RH
(p<0.001) (Figure 31).
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Figure 29 : Résultats de quantification de la caspase 3 active dans les cellules microgliales,
endothéliales et les neurones infectés par les souches RH et PRU a 24 h et a 48 h post
infection. L’ analyse statistique multifactorielle n’a pas montré un effet de temps significatif.
Par conséquent, |’ effet temps N’ est pas pris en compte lors de la construction des graphiques.
Ces derniers sont congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h. L’anayse
multifactorielle est réalisée au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les interactions ont été
mises en évidence a I’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. * p<0,05, **p<0,01
et *** p<0,001.
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Figure 30: Résultats de quantification de la procaspase 3 dans les cellules microgliales,
endothéliales et les neurones infectés par les souches RH et PRU a 24 h et a 48 h post
infection. L’ analyse statistique multifactorielle n’a pas montré un effet de temps significatif.
Par conséquent, |’ effet temps N’ est pas pris en compte lors de la construction des graphiques.
Ces derniers sont congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h. L’anayse
multifactorielle est réalisée au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les interactions ont été
mises en évidence a I’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. * p<0,05, **p<0,01
et *** p<0,001.
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Figure 31 : Résultats de quantification de la caspase 8 active dans les cellules microgliales,
endothéliales et les neurones infectés par les souches RH et PRU a 24 h et a 48 h post
infection. L’ analyse statistique multifactorielle n’a pas montré un effet de temps significatif.
Par conséquent, |’ effet temps N’ est pas pris en compte lors de la construction des graphiques.
Ces derniers sont congus en utilisant la moyenne des infections a 24 h et a 48 h. L’anayse
multifactorielle est réalisée au moyen du test de Scheirer- Ray-Hare. Les interactions ont été
mises en évidence a I’ aide des tests de Steel-Dwass ou Siegel-Castellan. * p>0,05, **p>0,01
et *** p>0,001.
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V1.5 Synthése desrésultats et discussion

Ce chapitre porte sur |’étude des mécanismes apoptotiques mis en jeu lors de
I"infection des cellules nerveuses humaines par deux souches de T. gondii, RH et PRU.
L’ étude a été réalisée a 24 h et 48 h, post infection. Afin d’analyser les mécanismes mis en
jeu, nous avons réalise différentes techniques qui permettent de déterminer le taux d' apoptose
dans les cellules nerveuses humaines infectées. La cytométrie en flux permet de déterminer le
taux des cellules apoptotiques via un marquage par I’ Annexin-v. Quand la cellule entre en
apoptose, la membrane plasmique perd son homogénéité et les phosphatidylsérines
membranaires deviennent accessibles a la fixation de I’ Annexin-v. Dans un deuxiéme temps,
la technique ELISA Cell Death a été réalisée pour quantifier les nucléosomes solubles qui
résultent de la dégradation de I’ ADN aprés apoptose. Enfin la technique TUNEL a permis de
guantifier les fragments d ADN qui résultent de |’ apoptose a I’aide des dUTP fluorescents
gjoutés par la désoxynucléotide Terminale Transférase (TdT).

Les résultats des trois techniques sont concordants pour les cellules endothéliales
(Hbmec) et les neurones (SH SY5Y) mais pas pour les cellules microgliales (CMH5).

v" Dans les cellules endothéliales, la souche PRU induit un taux d’apoptose éevé par

rapport a la souche RH.

v L’apoptose induite dans les cellules endothéliales infectées par la souche PRU est

confirmée par laforte production de caspase 8 et de caspase 3.

v Pour les neurones, la souche RH induit un taux d apoptose élevé par rapport a la
souche PRU. Cette derniére induit une diminution de |’apoptose par rapport au
contréle. Ce qui suggere que la souche PRU pourrait avoir un effet anti-apoptotique

sur les neurones.

v L’apoptose induite dans les neurones infectés par la souche RH est confirmée par la
forte production de caspase 8 et de caspase 3. La diminution de I’ apoptose dans les
neurones infectés par la souche PRU n’'induit aucun effet significatif sur la
guantification des caspases par rapport aux controles. Par contre, la technique de
Western Blot montre que |’expression de la caspase 8 est diminuée a 24 h post
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infection et gu’ elle est inhibée a 48 h post infection. Cette technique montre également
gue |’ expression de la procaspase 3 est augmentée a 48 h post infection.

v" En ce qui concerne les cellules microgliales, les résultats de la cytométrie en flux
montrent que la souche RH n’a pas d’ effet pro-apoptotique significatif sur ces cellules,
contrairement a la souche PRU qui induit un faible taux d apoptose. En revanche, les
résultats des deux techniques ELISA Cell Death e¢ TUNEL montrent que c'est la
souche PRU qui induit un taux d apoptose élevé par rapport a la souche RH. La
discordance de ces résultats pourrait étre expliquée par le fait que la technique de
cytométrie en flux explore la premiére phase de I’ apoptose (apoptose précoce) au
cours de laguelle I’ activité de la flippase membranaire s effondre ; la méthode ELISA
Cell Death quantifie les fragments d ADN qui résultent de I’ étape finale de I’ apoptose.
Ceci traduit le fait que la souche PRU stimule les voies apoptotiques plus tardivement
gue la souche RH lors de I'infection des cellules microgliales. Ces résultats ont été
confirmés par |I’expression et la quantification de la procaspase 3, de la caspase 3

active et de la caspase 8 active.

v Dans les cellules microgliaes, aucune des cellules testées n’induit une expression
significative des trois caspases quantifiées. Ceci suggéere que I’ apoptose induite dans

les cellules microgliales infectées par la souche PRU n’ est pas caspase dépendante.

Plusieurs éudes antérieures ont montré que l'infection par T. gondii module le programme
apoptotique de la cellule hote gréace a l'interaction avec des stimuli pro et anti-apoptotiques
(Debierre-Grockiego et a., 2007b). Les mécanismes par lesquels T. gondii interfere avec les
différentes voies d’ apoptose sont mal éucidés. Ce parasite ala capacité d’ activer et d’ inhiber
I” apoptose dans la cellule hote (Hisaeda et al., 1997) (Nash et al., 1998). Des équipes de
recherche ont mis en évidence que les voies apoptotiques activées different selon le stade de
I"infection et le profil de virulence de la souche (Hisaeda et al., 1997).

Les études des mécanismes apoptotiques des cellules cérébrales infectées par T. gondii sont
rares sur des cellules humaines et peu concluantes dans le modéle murin. Chez la souris,
I"infection par la souche RH induit une expression de la protéine pro-apoptotique Bax, mais
ceci n'est pas associé a une activation significative de I’ apoptose (el-Sagaff et al., 2005).
Cependant, notre étude est la premiere qui met en lumiere des résultats sur I’ activation de
I'apoptose dans des cellules nerveuses humainesmicrogliales, endothéliales et
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neuronales infectées par deux souches « RH et PRU » de T. gondii. L’induction de |” apoptose
par la souche PRU dans les cellules endothéliales et les cellules microgliales pourrait
confirmer |’étude d’Angeloni et a. (2009) dans laguelle ils montrent que les cellules
humaines BeWo (cellule du placenta) et Hela (lignée cellulaire immortalisée d origine de
cellules cancéreuse de métastase d’un cancer de col de I'utérus) infectées par la souche
avirulente ME49 (type I1) induit un taux d’ apoptose plus élevé par rapport a la souche RH
(Angeloni et al., 2009).

Dans un modéle murin de toxoplasmose congeénitale due a la souche ME49, une
apoptose des neurones a été decrite entre 10 et 14 jours apres la gestation, mais ceci N’ est pas
associée al’ expression de la protéine pro-apoptotique Bax (Takahashi et al., 2001). De méme,
Shen et al. (2001) ont montré que la souche ME49 induit I'apoptose dans des cellules
cérébrales de souris, mais le type de cellules touchées n'a pas été déterminéet aucun
changement significatif dans le taux de |’ expression des deux protéines Bcl2 ou Bax n’a été
observe (Shen et al., 2001). Ceci suggere que I’ apoptose activee dans les cellules cérébrales
murines n’induit pas |'activation de la voie d’ apoptose mitochondriale. Nos résultats indiquent
gue la souche PRU induit une expression significative des caspases 8 et 3 dans les cellules
endothéliales, suggérant ains que la voie apoptique responsable pourrait étre liée aux
récepteurs de mort. En revanche, I’ apoptose activée dans les cellules microgliales n’induit pas
d'expression significative de chacune des deux caspases. Ceci indique que la voie apoptotique
mise en jeu n'est pas caspase dépendante mais peut étre activeée soit via la secrétion de la
protéine AIF soit via la production de la protéine Endo G. Il a été décrit que la protéine AIF
intervient dans le processus apoptotique lors de I'infection toxoplasmique des macrophages
humains TH1 par la souche RH (Hwang et a., 2010).

L’ apoptose induite dans les neurones par la souche RH est caspase dépendante. Elle induit
clairement une activation des caspases 8 et 3. 1| a été décrit que les niveaux éevés d'apoptose
observés aprés une infection des cellules NK, T CD4" et T CD8" avec la souche RH ne
semblent pas étre directement liés a I'apoptose induite par le parasite, mais peuvent au
contraire étre activés par des niveaux élevés de mediateurs pro-inflammatoires induits par
cette souche (Gavrilescu and Denkers, 2003). La souche PRU induit une diminution du
meécanisme apoptotique dans les neurones vial’inhibition d’ activation des caspases 8 et 3. Ce
résultat pourrait étre comparé al’ éude d’'Hippe et a. (2008) qui montra que I'infection par la
souche NTE (type Il) réduit significativement le taux d'apoptose dans les cellules Hel a en
inhibant I'activation des caspases initiatrices 8 et 9 et des caspases effectrices 3/7 (Hippe et
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al., 2008). La relation entre la production des médiateurs immuns, la prolifération parasitaire
et le processus apoptotique dans les cellules nerveuses humaines infectées par les deux

souches de T. gondii est présentée dans |la discussion générale des deux chapitres de lathése.

152



VII. Discussion générale, conclusions & per spectives
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VI1.1 Discussion générale & conclusions

Cette étude a été réalisée dans le but de comprendre |es mécanismes immunitaires mis
en jeu durant une infection des cellules nerveuses humaines par deux types de souches de T.
gondii. Pour mettre en évidence ces mécanismes, nous avons divisé notre travail en deux
parties. La premiere avait pour objectif principal, I'’éude de la cinétique précoce des
meédiateurs immuns exprimeés dans trois types de cellules nerveuses humaines infectées par
deux types de souche de T. gondii (type | et Il) durant 8 h, 14 h, 24 h et 48 h. Pour
comprendre |’ effet de I expression de ces médiateurs immuns sur la multiplication parasitaire
dans ces cellules infectées, une cinétique de la charge parasitaire a été réalisée en paraléle du
dosage des médiateurs immuns. N’ayant pu détecter I'expression de I'IlFN-y, nous avons
essayé de déterminer |’ effet de cette cytokine sur la production des médiateurs immuns et sur
le devenir des tachyzoites dans les cellules nerveuses humaines stimulées par I'[FN-y. Dans
la deuxiéme partie, nous avons voulu mettre en évidence I’ effet des deux types de souches de
T. gondii sur les mécanismes apoptotiques activés dans les cellules nerveuses humaines
infectées pendant 24 h et 48 h.

A I’heure actuelle, les réactions immunitaires cérébrales mises en jeu au cours d une
infection toxoplasmique sont bien décrites dans le modéle murin, mais mal éucidées chez
I”homme. Comprendre comment |e toxoplasme arrive a persister dans le cerveau humain est

un aspect sous étudié dans la toxoplasmose.

L’ étude que nous avons réalisée nous a permis d effectuer un large screening de 36
cytokines, chemokines et autres facteurs immunitaires. Ces médiateurs ont été produits par
trois types de cellules présentes dans le systéme nerveux central, des cellules endothéliales
(Schweitzer et al., 1995) (Schweitzer et al., 1997) (Liu et a., 1997), microgliales (Janabi et
al., 1995) et neuronales (Ross et al., 1983). Ces cellules ont été infectées par deux types de
souches de T. gondii, RH (type |, virulente chez la souris) et PRU (type |1, avirulente chez la
souris) (Herrmann et a., 2012). Cependant, seules les protéines immunitaires dont
I’ expression était statistiquement significatives (p <0,05) ont été choisies dans la présentation
des résultats.

L’infection des trois lignées de cellules nerveuses humaines endothéliales,
microgliales et neurones a montré que les cellules endothéliales sont moins réactives face a

I”infection toxoplasmique par rapport aux cellules microgliales et aux neurones. Nos résultats
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montrent que les cellules endothéliales infectées par les tachyzoites de la souche RH (type I)
developpent une réaction immunitaire a 8 h post infection. Cette réaction se traduit par une
production significative d'IL-6, IL-8, MCP-1, MIF, GROa, Rantes ; entre 14 h et 24 h post
infection cette réaction immunitaire diminue et la charge parasitaire augmente. Les cellules
endothéliales réagissent de la méme fagon contre la souche PRU, mais la réaction immunitaire
diminue moins entre 14 h et 48 h. De plus, on note une augmentation de I’ expression des
facteurs de croissance immunitaires (G-CSF et GM-CSF) et de la Serpin E1. En présence de
ces médiateurs immuns, la multiplication de la souche PRU semble étre contrdlée par rapport
a la souche RH, suggérant un réle possible de G-CSF, GM-CSF et de la Serpin E1 dans le
contrdle de la souche PRU.

Les cellules microgliales et les neurones réagissent mieux contre la souche RH. Cette
réaction se traduit par une production variable mais croissante des médiateurs immunitaires
entre 8 h et 24 h post infection. Les principaux médiateurs immuns produits sont I'IL-6, I1L-8,
MCP-1, GROa, G-CSF et la Serpin E1. Les cellules microgliales expriment en plus, la
chemokine MIF. Cette activation de la réaction immunitaire est associée a une diminution de
la prolifération de la souche RH jusgu’a 24 h post infection. Dans I’infection par la souche
PRU, les deux types cellulaires microgliales et neuronales activent une réaction immunitaire
entre 8 h et 24 h post infection. On retrouve les mémes interleukines et chémokines
exprimées. Mais cette souche stimule plus les cellules a produire les facteurs de croissance
immunitaires (G-CSF et GM-CSF). Le niveau de I’ expression de la Serpin E1 ne change pas
entre les deux souches. On note une diminution de la prolifération de PRU jusgu’a 24 h post
infection dans les cellules microgliales mais dans les neurones la diminution continue jusqu’ a

48 h post infection.

Au cours des infections expérimentales in vivo, Toxoplasma traverse les barrieres
epithéliales afin d aller infecter d autres tissus tels que le cerveau, le placenta et larétine. Les
tachyzoites de souches de type | (virulentes) se caractérisent par une capacité de migration
supérieure a celle des tachyzoites de souches avirulentes de type |11 et de type Il (Barragan
and Hitziger, 2008). Cette différence de capacité de migration dépend des profils de virulence
de chague souche. Ceci confirme la capacité de migration et de multiplication de la souche
RH dans les cellules endothéliales par rapport a la souche PRU. Les cellules endothéliales
produisent les médiateurs immuns a 8 h post infection afin de controler la prolifération
parasitaire. L’IL-6 fait partie des médiateurs pro-inflammatoires qui induisent I’ altération de
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la fonction de la barriere hématoencéphalique, favorisant ainsi la migration des cellules
immunitaires infectées via les intégrines (de Vries et a., 1996) (Clahsen and Schaper, 2008).
L'IL-6 pourrait ére impliquée dans une grande partie du contrble de la prolifération
parasitaire; ceci a été confirmé dans des souris déficientes en gpl30, récepteur de
transduction du signal de la famille de I'lL-6. Ces souris ont perdu le contrble de la
multiplication parasitaire et présentent des foyers de nécrose cérébrale (Handel et a., 2012).

Nous avons aussi démontré une production locale d'IL-8 dans ces cellules. Il a été
rapporté chez les patients atteints de rétinochoroidite que cette interleukine a un role crucial
dans le recrutement des neutrophiles dans le cerveau. L’IL-8 joue un rble dans les
meécanismes inflammatoires de la choriorétinite toxoplasmique aigué (Goncalves et a., 2007).
Les cellules endothéliales produisent ausss MCP-1. Le role de cette chémokine a été décrit
essentiellement dans les cellules de glioblastome et les astrocytes humains durant une
infection toxoplasmique. Cette chémokine est impliquée dans le controle de I'invasion et la
multiplication parasitaire dans ces cellules (Brenier-Pinchart et al., 2004). En effet, I'invasion
des cellules infectées pourrait étre renforcée par la production de GROaq.. Cette chémokine
favorise I'infiltration des neutrophiles dans le cerveau et la rétine des souris infectées par le
toxoplasme (Kikumura et al., 2012) (Denney et a., 1999). Lors d’'une infection systémique
par T. gondii, les productions d’ IFN-y et du TNF-a. sont médiées par la chémokine MIF. Les
souris déficientes en MIF sont plus sensibles a la présentation de l'infection et a
I” augmentation de la charge parasitaire (Flores et al., 2008) ; (Cavalcanti et a., 2011). Chez la
souris, la chémokine Rantes a un role dans la migration des macrophages aux sites de
I"infection (Ibrahim et a., 2014). Chez une souris infectée et déficiente en MyD88,
I’expression de plusieurs chémokines, dont Rantes, est diminuée. La diminution de
I’ expression de Rantes provoque une diminution de |’ infiltration des cellules T et des cellules
dendritiques dans le cerveau (Torres et al., 2013). Cependant, |’ augmentation de la réaction
pro-inflammatoire a 8 h va atérer la fonction des cellules endothéliales, ce qui va favoriser
I”infiltration des tachyzoites via ces cellules. Laforte multiplication des tachyzoites entre 14 h
et 48 h a fait diminuer la réponse des cellules hotes. Contrairement aux tachyzoites de la
souche PRU qui apparaissent plus ou moins contrélés dans les cellules endothéliales, malgré
la diminution de la production des médiateurs immuns aprés 14 h post infection. Dans cette
période d’infection, on note une production de la Serpin E1 et de la GM-CSF. La Serpin E1
est une protéine qui appartient a la famille des Serpin’s, proténes favorisant la prolifération
cellulaire. La Serpin E1 est aussi un inhibiteur de la voie uPA/UPAR qui permet I’ activation
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des métalloprotéinases-9 (MMP-9) nécessaires a l'invasion du parasite. Ceci pourrait
éventuellement diminuer I'invasion des tachyzoites dans les cellules hétes. La production de
GM-CSF, un facteur de croissance des macrophages et des cellules microgliales, pourrait
auss renforcer le mécanisme de la prolifération cellulaire. GM-CSF est une protéine pro-
inflammatoire puissante; e€lle joue un rble pathogene dans différentes maladies
inflammatoires du systéme nerveux central, essentiellement au cours de I'encéphalomyélite
auto-immune expérimentale (Ponomarev et a., 2007). Cette protéine pourrait étre impliquée
dans I’activation de la réponse immunitaire adaptative destinée au controle de la
multiplication parasitaire (Fischer et al., 1993), mais responsable dune réaction
inflammatoire locale qui peut étre délétére (EI-Behi et al., 2011).

Les cellules microgliales et les neurones semblent étre les cellules les plus appropriées
pour controler la multiplication parasitaire de la souche RH. Ces deux types cellulaires
augmentent la production des mediateurs immunitaires de 8 h jusqu'a 24 h. Pendant cette
période, la multiplication parasitaire diminue fortement et atteint son minimum a 24 h post
infection. Dans la plupart des cellules infectées, les résultats montrent une diminution de la
production des médiateurs immuns et une augmentation de la charge parasitaire a 48 h post
infection. A ce stade de I’infection, la majorité de |’ expression des protéines immunitaires
n'est pas significative, ceci pourrait étre du a I’état des cellules. Elles peuvent étre lysées
apres une multiplication parasitaire importante ou bien le milieu de culture est devenu trop

toxique.

Dans les cellules microgliales et les neurones infectés par la souche PRU, on note la
méme cinétique des médiateurs immuns et de la prolifération parasitaire. En outre, cette
souche stimule ces cellules a produire les facteurs de croissances (G-CSF et GM-CSF). La
souche PRU semble avoir un effet plus inflammatoire que la souche RH. La charge parasitaire
dans les cellules microgliales augmente a 48 h en raison de la diminution de la réaction
immunitaire En revanche les neurones semblent bien contréler la multiplication de la souche
PRU. Le rdle immunitaire de la microglie semble étre logique car ces cellules sont
I’ équivalent des macrophages pour le systeme nerveux central. Il a été rapporté dans le
modele murin que ces cellules inhibent la multiplication parasitaire via des mécanismes
dépendant ou non de I'oxyde nitrique (NO) (Freund et al., 2001) (Luder et al., 1999) (Chao et
al., 1993a). Les cellules microgliales peuvent également s activer suite a une infection
neuronale ou des dommages neuronaux qui résultent généralement de la production des

157



cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de croissance des cellules immunitaires, des
facteurs du complément et du NO (Jung et a., 2012). Les neurones sont les cellules qui
hébergent le plus les kystes de T. gondii dans le systéme nerveux central (Ferguson and
Hutchison, 1987). Les neurones peuvent contribuer a la réaction immunitaire de T. gondii en
secrétant des meédiateurs solubles, telles que IL-1, IL-6, IL-10, MIP-1a, MIP-1p (Schluter et
al., 2001). Il a éteé décrit que ces cellules ont la capacité d’ exprimer |le récepteur TLR11 qui
initie la réaction immunitaire adaptative ; ceci indique que ces cellules ont |la capacité de
réagir contre le toxoplasme (Atmacaet a., 2014).

L'IFN-y est la cytokine majeure de la résistance a I’infection toxoplasmique dans le
modele murin (Suzuki et al., 1988). In vivo, cette cytokine est produite par les cellules T et les
cellules NK pendant la réaction immunitaire adaptative activée contre |’infection
toxoplasmique (Johnson et al., 1993) (Suzuki et a., 1988) (Ge et a., 2014). Dans le systeme
nerveux central murin, I'lFN-y active les macrophages et les cellules microgliales pour
contréler la multiplication des tachyzoites (Suzuki et al., 2005). En outre, il a été démontré
gue cette cytokine est impliquée dans la formation des kystes de Toxoplasma dans les
astrocytes et les neurones murins (Fischer et al., 1997a).

La stimulation des trois cellules nerveuses de notre travail par I'lFN-y induit une
diminution de MCP-1, de la Serpin E1 et des facteurs de croissance dans toutes les cellules.
Ceci pourrait se traduire in vivo par une diminution de I’ infiltration des cellules immunitaires.
La diminution de la Serpin E1 pourrait d' une part, diminuer la régulation de la prolifération
cellulaire et d'autre part, activer I’expression des MMP-9 et donc faciliter I'invasion des
tachyzoites. Par ailleurs, I'lFN-y augmente |’expression de SICAM dans les cellules
endothéliales et les neurones. Il induit aussi I'expression de C5/Cba dans les neurones
infectés par la souche RH. Cet effet va diminuer in vivo I'invasion des cellules infectées via
les cellules endothéliadles et augmenter I'infiltration des cellules immunitaires dans les
neurones infectés par la souche RH. La quantification de la charge parasitaire dans les cellules
stimulées a montré que la présence de I'lFN-y induit une diminution de la prolifération
parasitaire seulement dans les cellules microgliales et les cellules endothéliales; ceci a d§ja
été décrit dans le modele murin (Dimier et a., 1992) (Suzuki et al., 2005). En revanche, cette
cytokine ne semble pas étre impliquée dans le contréle de la prolifération parasitaire dans les
neurones infectés par la souche RH et dans les trois types de cellules infectées par la souche

PRU ; ceci pourrait donc nécessiter I'interaction d autres protéines immunitaires comme le
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TNFa. Il a éé déemontré que le traitement des souris par I'lFN-y et le TNFo séparément
n'induit pas un contréle de la prolifération parasitaire de la souche PLK (type Il1). En
revanche, le traitement des souris avec les deux cytokines en méme temps permet de controler
laprolifération parasitaire (Freund et al., 2001).

Toxoplasma gondii est capable d’ emprunter differentes voies afin de persister dans la
cellule hote. Le mécanisme apoptotique, est la voie la plus proche de la réaction immunitaire
gue T. gondii peut moduler. En effet, ce parasite favorise |I’apoptose des cellules hétes
pendant la phase aigué de I'infection afin d’éliminer les cellules immunitaires et ains
disseminer dans d autrestissus. Maisil inhibe aussi ce mécanisme pendant la phase chronique
de I’infection afin de se multiplier et de persister essentiellement dans les cellules du systéme
nerveux central (Nash et al., 1998) (Payne et al., 2003) (Begum-Hague et al., 2009).

Dans cette partie d’ analyse de la réponse inflammatoire, nous avons mis en évidence
dans toutes les cellules humaines infectées une production significative de la Serpin E1. Des
travaux avaient dgja mis en évidence la synthése des protéines de la famille des Serpin’s
(Serpin B3 et B4) impliquées dans les processus d’ apoptose. La nature et le role de la Serpin
E1 sont moins bien définis dans le processus apoptotique. C’est pour cette raison que nous
avons commence a nous intéresser aux voies de signalisation apoptotiques impliquées dans

I"infection parasitaire a T. gondii.

Pour cela, nous avons repris notre modél e in vitro des trois types de cellules nerveuses
humaines (endothéliales, microgliales et neurones) infectés par les souches RH et PRU de T.
gondii pendant 24 h et 48 h. Afin de déterminer le taux d apoptose des cellules, on a chois
dans un premier temps la technique de la cytometrie en flux par un double marquage
Annexin-v et IP. Les résultats de la cytométrie en flux montrent que la souche PRU induit un
taux d’ apoptose élevé dans les cellules endothéliales, tandis que la souche RH n’a pas d’ effet
significatif sur ce processus (Tableau 5). Dans les cellules microgliales, les résultats montrent
gue chacune des souches n’induit pas un effet pro-apoptotique significatif. Dans les neurones,
C’ est la souche RH qui induit un taux d’ apoptose élevé, alors que la souche PRU induit une
diminution du taux d’ apoptose par rapport a la souche RH et aux contrdles (Tableau 5). Ces
résultats ont été confirmeés par deux autres techniques: I'ELISA Cell Death qui permet de
guantifier les nucléosomes solubles résultant de la fragmentation de I’ ADN durant I’ apoptose,
et le TUNEL qui permet de quantifier les cellules ayant I'ADN fragmenté. Ces deux
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techniques ont bien confirmé les résultats de la technique de la cytométrie en flux pour les
cellules endothéliales et les neurones. En revanche, pour les cellules microgliades les
techniques d'ELISA Cell Death et de Tunel montrent que la souche PRU induit un taux éleve
d’ apoptose et la souche RH n’'a pas d' effet sur ce processus (Tableau 5). Ce résultat n’ est pas
concordant avec celui de la cytométrie en flux. En effet, dans les cellules microgliales
infectées par la souche RH, on note qu’'a 24 h post infection le nuage des cellules tend vers
Annexin-v positif IP négatif puis a 48 h post infection, on distingue une apparition d’'un
nuage en Annexin-v positif et IP positif. Les techniques de quantification des fragments
d’ ADN dégradés n’ ayant pas montré une quantification significative de nucléosomes solubles
ou dADN dégradé dans I’infection par RH, ceci suggere que les cellules microgliales
infectées par la souche RH pourraient étre mortes par un phénomene de nécrose a 48 h post
infection. Ce phénomene a été démontré dans des macrophages murins infectés par la souche
RH. En effet, sous I’ effet du NO, la sortie des tachyzoites induit |a mort des macrophages par
nécrose (Ji et a., 2013). Dans les cellules microgliales infectées par la souche PRU, la
cytomeétrie en flux n’a pas montré un effet pro-apoptotique mais les deux techniques utilisees
ont montré un taux d'apoptose significatif. Ceci suggere que |’ apoptose induite dans les
cellules microgliales par la souche PRU atteint sa phase finale. Les résultats sur les cellules
endothéliales et les neurones ont été concordants avec les résultats de la cytométrie en flux
(Tableau 5).

Tableau 5 : Effets sur I’ apoptose de I’infection de trois types de cellules du systéme nerveux

central par les souches RH et PRU.

CMH5 - AAP
Hbmec | AAP
SH SY5Y AA y r

Afin d’identifier les voies principales responsables de I’ activation de I’ apoptose dans
les cellules nerveuses humaines infectées par les souches RH ou PRU, nous avons déterminé
I’expression et la quantification des caspases 8 et 3 par les techniques de Western blot et
d ELISA. L’ expression de la caspase 8 semble étre inhibée dans les cellules microgliales
infectées par la souche RH par rapport aux cellules contréles. Pour la souche PRU, le niveau
de I’expression de la caspase 8 ne change pas par rapport aux cellules contréles. En revanche,
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la caspase 3 n'est pas du tout exprimée dans ces cellules. Ceci indique que la voie de
I’ apoptose activée dans les cellules microgliales infectées par la souche PRU n'est pas
dépendante des caspases. Ceci pourrait étre possible car des études ont dé§ja decrit que T.
gondii induit I’ apoptose via la voie du RE dans des cellules nerveuses infectées par la souche
RH (Wang et al., 2014a). Egalement, dans une lignée de macrophages humains (TH1), la
souche RH a induit I’expression de AlIF (apoptosis inducing factor), qui est une protéine
responsable de la dégradation de I’ADN et de la condensation de la chromatine sans
I”indépendance des caspases (Hwang et a., 2010). Ceci pourrait expliquer le taux élevé des
nucléosomes solubles et des fragments d’ ADN dans les cellules microgliales infectées par la
souche PRU.

Dans les cellules endothéliales, I"infection par les deux souches induit une expression
des caspases 8 et 3. L’expression des deux caspases est trop forte dans I’infection par la
souche PRU. Nos résultats montrent que la souche PRU induit un taux élevé d’ apoptose dans
les cellules endothéliales et microgliales mais cette derniére semble étre activée par des voies
différentes. Dans les cellules microgliaes, la voie de | apoptose activée est indépendante des
caspases. Dans les cellules endothéliales la voie activée est dépendante des caspases ; la forte
expression de la caspase 8 pourrait suggérer I'implication de la voie des récepteurs de mort.
L’induction de |’ apoptose par la souche PRU dans les cellules endothéliales et les cellules
microgliales pourrait étre confirmée par |'étude d’ Angeloni et al. (2009) dans laguelle ils
montrent que dans les cellules humaines BeWo (cellule de placenta) et Hela que la souche
avirulente ME49 (type I1) induit un taux d’ apoptose plus élevé par rapport a la souche RH
(Angeloni et al., 2009).

Dans les neurones, les deux caspases 8 et 3 sont significativement exprimées dans
I”infection par la souche RH. Cette expression diminue significativement dans I" infection par
la souche PRU. En effet, dans I’ infection de la souche PRU I’ augmentation de I’ expression de
la procaspase 3 confirme la diminution de |’ expression de la caspase 3 activée. Ceci montre
gue la souche RH a un effet pro-apoptotique dans les neurones par rapport a la souche PRU.
Ce résultat est en accord avec ceux de Hippe et a. (2008) montrant que l'infection par la
souche NTE (type 1) réduit significativement le taux d'apoptose dans les cellules HelL.a en
inhibant I'activation des caspases initiatrices 8 et 9 et des caspases effectrices 3/7 (Hippe et
al., 2008).
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La détection et la quantification de I'apoptose induite dans les cellules nerveuses
humaines activées en réponse a I’infection par les deux souches de T. gondii sont des outils
utiles pour la compréhension de I'homéostasie du systeme immunitaire au niveau cérébral.

Dans les cellules endothéliales, la réaction immunitaire est activée a 8 h post infection,
puis diminue entre 14 h et 48 h post infection (Figure 32), aors que la multiplication de la
souche RH augmente. Ce phénomene induit une mort cellulaire par apoptose qui se traduit par
une activation des caspases 8 et 3 (Figure 32). Ces résultats peuvent étre confirmés par les
résultats de I’éude de Knight et al., montrant que les cellules endothéliadles de la rétine
induisent une forte production des chémokines et des cytokines ( IL-6, IL-8, MCP-1, GROa.
et Rantes..) a2 h post infection ; ce panel de médiateurs immuns a tendance a diminuer entre
16 h et 24 h post infection (Knight et al., 2005). Ceci pourrait suggérer I’ effet des protéines de
virulence de la souche RH sur la régulation de I’ expression des médiateurs immuns et sur les
geénes qui codent pour les protéines apoptotiques. La diminution de la charge parasitaire de la
souche RH suite au traitement des cellules endothéliales par I’ |FN-y est confirmeée par I’ étude
de Brunton et al. montrant que cette cytokine controle la multiplication de cette souche dans
les cellules endothéliales de larétine (Brunton et al., 2000).

Dans I’infection des cellules endothéliales par la souche PRU, la réaction immunitaire est
forte & 8 h post infection, puis diminue entre 14 h et 24 h post infection. Contrairement a la
souche RH, la souche PRU induit une forte expression des facteurs de croissance et de la
Serpin E1 a 24 h, qui pourrait favoriser la prolifération cellulaire, mais entre 24 h et 48 h post
infection, on note une production significative d’'IL-8 (Figure 32). Cette chémokine pourrait
donc étre impliquée dans I'induction de I'apoptose et la régulation de |’expression des
caspases 8 et 3. Nous n’avons pas connaissance d éude montrant ce phénoméne au cours de
I"infection toxoplasmique, mais notre hypothése pourrait étre confortée par les résultats de
I’ étude de Gallelli et al. montrant que I'IL-8 favorise I’ activation de |” apoptose des cellules
endothéliales des poumons suite a une stimulation de ces cellules par le TNFa (Gallelli et al.,
2010). Ceci montre |I'implication de la voie des récepteurs de mort et confirme |’ expression de
la caspase 8 dans les cellules endothéliales infectées. Pour déterminer le rdle de lafamille des
Serpin’s dans le processus apoptotique, on aréalisé une RT-PCR de Serpin E1, Serpin B3 et
Serpin B4. Ces deux dernieres protéines ont été décrites comme étant anti-apoptotiques dans
des monocytes humains (TH1) infectés par des tachyzoites de la souche RH (Song et .,
2012). Les résultats de RT-PCR montrent une expression des trois Serpin dans les cellules
endothéliaes infectées par la souche RH, suggérant le réle de ces protéines dans la diminution
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de |’ apoptose dans ces cellules. La RT-PCR dans les cellules infectées par la souche PRU

reste afaire.

24h 48h
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Figure 32: Reésultats des réactions immunitaires et apoptotiques dans les cellules
endothéliales (Hbmec) infectées par les souches RH et PRU a24 h et a48 h.

Dans les cellules microgliales infectées par la souche RH, la réaction immunitaire pro-
inflammatoire augmente jusqu’a 24 h post infection et diminue aprés (Figure 33). En effet, la
seule chémokine qui est produite jusqu'a 48 h post infection est MIF (Figure 33). Cette
chémokine joue un réle essentiel dans le diagnostic des infections dépendantes d’ une réponse
immunitaire innée fonctionnelle essentielle pour une résistance totale a I'agent pathogene :
Leishmania major (Satoskar et al., 2001), Trypanosoma cruz (Reyes et al., 2006), Crassiceps
Taenia (Rodriguez-Sosa et a., 2003) et Schistosoma japonicum (Stavitsky et al., 2003).
Récemment, une étude a démontré que MIF pourrait ére un bon marqueur de diagnostic des
infections causées par T. gondii. Les souris déficientes en MIF sont sensibles a I'infection
toxoplasmique. La sensibilité accrue a I'infection en |’ absence de MIF a été associée a une
mauvaise induction d'IL-12, du TNF-a et d'IL-1p, ainsi qu’a une augmentation de la charge
parasitaire dans le cerveau (Flores et al., 2008). Cependant le réle de MIF durant I’ infection
des souris par T. gondii réside dans l'activité effectrice antimicrobienne précoce qui se
manifeste soit par la médiation d'un recrutement rapide des cellules effectrices, favorisant
ains la maturation des cellules dendritiques, soit via une fonction antimicrobienne directe

(Terrazas et al., 2010). Dans les cellules microgliales infectées par la souche RH, les deux
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caspases N’ étaient pas exprimées et |I’apoptose n’était pas activee (Figure 33) ; mais la
cytométrie en flux montre un nuage de cellules qui pourrait étre purement nécrosees. Cette
nécrose pourrait etre associée a la production de MIF. Il a éé démontré que cette chémokine
stimule les cellules microgliales afin de produire des médiateurs pro-inflammatoires durant la
scélorose en plague. La chémokine MIF augmente la neuro inflammation durant des
encéphalomyélites auto-immunes (Cox et al., 2013). Cette réaction inflammatoire due a MIF
pourrait donc induire la nécrose des cellules. Dans I’ infection par la souche PRU, la réaction
immunitaire est activée jusgu’a 24 h post infection et est accompagnée par une production des
facteurs de croissance G-CSF et GM-CSF (Figure 33). Cette production a tendance a
diminuer a 48 h post infection en raison de I'état des cellules. Malgré la production des
facteurs de croissance G-CSF et GM-CSF (Giulian and Ingeman, 1988) , les cellules rentrent
en apoptose. La RT-PCR des Serpin E1, B3 et B4 montre seulement une faible expression
d’ARN codant pour la Serpin Eldans les cellules microgliaes infectées par la souche RH,
suggérant le réle de cette protéine dans le controle de I’ activation de I apoptose mais ceci
reste a confirmer pour |” activation de la nécrose. L’ absence d’ expression des Serpin B3 et B4
pourrait étre expliquée soit par le fait que ces protéines sont non impliquées dans le processus

apoptotique des cellules microgliales ou que leurs expressions sont contrélées durant cette

infection.
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Figure 33: Résultats des réactions immunitaires et apoptotiques dans les cellules microgliales
(CMH5) infectées par les souches RH et PRU a24 h et a48 h.
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Dans les neurones, la souche RH induit une réaction immunitaire qui s éend jusqu’a
24 h pour les interleukines et jusgu’ a 48 h pour les chémokines (Figure 34). Dans ces cellules
infectées, |” apoptose est fortement activée (Figure 34) ; elle se traduit par une production des
caspases pendant les deux temps de I’infection. Deux protéines sont significativement
produites durant 24 h et 48 h post infection; elles pourraient donc avoir un role dans
I"initiation de |’ apoptose. Le réle direct de la protéine GROo (CXCL1) sur |’ apoptose dans
les neurones n’'est pas décrit in vitro mais in vivo. Cette chémokine pourrait éventuellement
activer I'infiltration des neutrophiles pendant une infection des souris par le cytomégalovirus
qui active I’ apoptose via I’ expression de Trail (Stacey et al., 2014). La RT-PCR des Serpin
E1, B3 et B4 montre seulement une expression de la Serpin E1. Dans ces neurones, |’ apoptose
est fortement activée ce qui suggére que la Serpin E1 n’a pas un role anti-apoptotique dans les

neurones infectés par la souche RH.

Dans I'infection par la souche PRU, la réaction immunitaire s éend a 24 h post infection
(Figure 34) ; elle est caractérisée par une forte expression des facteurs de croissance et de la
Serpin E1 (Figure 34). Ceci est accompagneé par un controle de la prolifération des parasites et
une inhibition de I’ apoptose (Figure 34) suggeérant le réle anti-apoptotique de ces protéines
dans les neurones infectés par la souche PRU. L’ expression de la Serpin E1 et des Serpin B3

et B4 reste a étre confirmée dans I’ infection par la souche PRU.
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Figure 34 : Résultats des réactions immunitaires et apoptotiques dans les neurones (SH
SY5Y) infectés par les souches RH et PRU a24 h et a48 h.
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V11.2 Per spectives

Notre étude s est basée sur les cellules endothéliales humaines, microgliales humaines
et sur les neurones humains. Dans le systéme nerveux central, les astrocytes ont un réle
majeur dans le processus de défense cérébra ; il serait trés intéressant de réaliser la méme
étude sur les astrocytes humains et de déterminer comment ces cellules réagissent contre
I”infection par les deux souches RH et PRU.

En outre, notre étude est limitée par le fait que nos cellules étaient cultivées
separément dans des flasques de culture cellulaire. La co-culture des cellules nerveuses
humaines serait intéressante pour déterminer I'effet de I'interaction des cellules contre

I”infection toxoplasmique.

Dans ces travaux nous avons réalisé des infections par une souche de type | et une
souche de type 11 qui différent selon leurs profils de virulence. Afin de déterminer |’ effet des
souches de T. gondii il faudra réaliser d’ autres études basées sur des infections des cellules

nerveuses humaines par une souche de type |11 et des souches d’ autres haplotypes.

Il est important de déterminer |’ effet de chaque protéine immunitaire exprimée sur le
devenir des cellules infectées et des parasites intracellulaires. Ce procédé pourra étre réalise
en neutralisant ou en sur-exprimant chague protéine dans des cultures cellulaires séparées. Un
effet pro-inflammatoire d une protéine immunitaire donnée pourrait étre un projet de
recherche intéressant afin de déterminer une cible thérapeutique limitant ainsi I’ inflammation
cérébrale locale. Ceci doit étre confimer par le dosage des protéines immunitaires a effet
inflammatoire significatif dans le liquide Cépha oRachidien humain (LCR) des patients ayant
la toxoplasmose cérébrale. Pour identifier I’ effet de |’ absence ou de la sur-expression de la
protéine, il faut déterminer |’ expression des protéines:

* Dusystemeimmunitaire
* Desvoiesdesignalisation favorisant la prolifération cellulaire : NF-KB et MAPK.

* Desvoies de signalisation favorisant lamort cellulaire.

En outre, il a éé decrit que I'lL-17 a un rdle important dans I’inflammation
toxoplasmique au cours d’'une infection oculaire et cérébrale murine (Kuiper et al., 2013;
Sauer et a., 2012; Stumhofer et al., 2006). Nos résultats n’ont pas montré une expression
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d’'IL-17 dans les cellules nerveuses humaines testées. |l est intéressant de stimuler ces cellules
par cette cytokine et de déterminer son effet sur la production des protéines pro-

inflammatoires, sur la prolifération parasitaire et sur les mécanismes de mort cellulaire.

Mécani smes apoptotiques :

Dans cette partie de nos travaux, nous avons choisi de déterminer et de quantifier
I’expression des caspases 8 et 3. Il serait interessant de déterminer |’expression d autres
protéines pro-apoptotiques afin de définir les voies de |’ apoptose activées.

Pour la voie intrinséque, il faudra réaliser des Western blots des protéines pro-apoptotiques
responsables de la formation des pores membranaires (Bax et Bak) ou du Cytochrome c.
Pour la voie extrinseque, en plus de la caspase 8, il faut gouter la protéine Bid

déphosphorylée (forme active de la protéine).

Cependant, nos résultats montrent que dans les cellules microgliales infectées par la
souche PRU |’ apoptose activée n’ est pas dépendante des caspases. Pour identifier 1a voie par
laquelle I’ apoptose est activee, il est important de déterminer |’ expression des protéines ATF-
4, CHOP ou Bim mis en jeu dans la voie apoptotique du RE. Pour identifier d autres voies
apoptotiques il faut déterminer I’ expression de la protéine AlF ou EndoG. Dans les cellules
microgliales infectées par la souche RH, le taux d'apoptose n'est pas significatif. En
revanche, la cytométrie en flux montre que ces cellules sont nécrosées. Il serait important de
vérifier I’ expression des marqueurs de nécrose cellulaire. En outre, il a été décrit que T. gondii
a la capacité d’induire la mort des cellules hotes par un mécanisme d’ autophagie (Ghosh et
a., 2012). Ceci reste a définir pour les cellules nerveuses humaines infectées. L’ effet anti-
apoptotique de la souche PRU sur les neurones infectés doit étre confirmeé par un Western blot
des protéines anti-apoptotiques, la protéine Bcl2 pour la voie intrinseque et la protéine C-Flip

pour la voie extrinseque.
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