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> Toxoplasma gondii est un parasite intracel-
lulaire obligatoire qui infecte un large spectre
d’hotes a sang chaud de fagon tres fréquente. Il
provoque des avortements et est a I’origine d’in-
fections chroniques et silencieuses, en particulier
cérébrales, qui sont une menace permanente pour
I’hGte dans les cas d’immunosuppression. Dés sa
pénétration dans I’hote, ce parasite déclenche
une réaction immunitaire qui vise a le supprimer,
mais qu’il utilise pour s’établir et persister dans
I’organisme qui I’héberge. Nous discutons dans
cet article les résultats obtenus dans le labora-
toire de John Boothroyd qui analysent le dialogue
moléculaire qu’établit le parasite avec la cellule
hote grdce a ses protéines de rhoptries. Les pro-
téines de rhoptrie du parasite participent lors
de I'invasion a la création de la jonction mobile
qui propulse le parasite a I'intérieur de la cellule
hote, tout en formant la vacuole parasitophore
au sein de laquelle le parasite va se développer.
Sans que le mécanisme ne soit clairement élu-
cidé, certaines de ces protéines de rhoptries, en
particulier les protéines solubles comme ROP16,
peuvent se retrouver dans le cytoplasme de la
cellule hote puis dans son noyau ol elles peuvent
interagir avec les molécules STAT3/6 qui régulent
des voies de signalisation importantes pour la
mise en place de la réponse immune. <
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des conditions hygrométriques, de température et
d’aération du milieu, les oocystes renferment deux
sporocystes contenant chacun 4 sporozoites. Les spo-
rozoites sont infectieux et contaminent I’homme et les
animaux apres leur ingestion. Les sporozoites ingérés
par ’homme ou par des herbivores comme les moutons,
se transforment en tachyzoites, formes réplicatives du
parasite. Les tachyzoites se multiplient par division
binaire dans les cellules de I’'hGte au sein d’une vacuole.
Apres plusieurs divisions, et par un processus complexe,
les tachyzoites sortent de la vacuole, font éclater la
cellule qui les héberge et infectent les cellules adja-
centes. Puis, apres quelques cycles de division, sous
la pression du systéme immunitaire, les tachyzoites
donnent naissance a des bradyzoites contenus dans des

Atrticle disponible sur le site h

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obliga-
toire qui infecte un large spectre d’hotes a sang chaud.
Uinfection peut étre transmise de I’animal @ I’homme de
deux fagons. La premiere est due a "excrétion d’oocys-
tes dans les feces du chat, qui souillent des [égumes ou
des fourrages. Le chat, ou plus généralement les félidés,
sont les seuls animaux qui excrétent le toxoplasme, et
sont les seuls a permettre leur reproduction sexuée dont
sont issus les oocystes. Aprés sporulation, qui intervient
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kystes intracellulaires. Les lieux privilégiés de I’enkys-
tement sont les cellules musculaires et cérébrales.

La deuxieme source de contamination humaine par le
toxoplasme est la viande contenant des kystes. Les her-
bivores comme le mouton sont souvent porteurs de kystes
puisqu’ils broutent de I’herbe parfois contaminée par
les oocystes présents dans les féces du chat. Uhomme
se contamine alors en mangeant de la viande de mou-
ton peu cuite, la chaleur ne suffisant pas dans ce cas &
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détruire les kystes. Chez I’homme ou I’animal, I'infection par Toxoplasma
gondii passe inapercue dans la majorité des cas, mais provoque des
avortements ou des Iésions irréversibles du foetus lorsqu’elle est acquise
in utero chez les individus non immunisés. €n effet, il existe une forte
immunité de prémunition, certainement due au fait que I’hdte infecté ne
se débarrasse jamais des kystes. Cette infection latente peut perdurer
sans dommage tout au long de la vie. Mais, a la faveur d’une immu-
nosuppression, comme elle existe chez les malades atteints du SIDA ou
chez les greffés, la réactivation des kystes, qui fait passer le toxoplasme
de I’état de bradyzoite dormant & I’état de tachyzoite (Figure 1), conduit
a des lésions graves comme des encéphalites, mortelles en I'absence
de traitement médicamenteux. Seul existe un vaccin adapté aux petits
ruminants (chévres, moutons) qui, avec le chat, sont des éléments clés
du cycle de ce parasite. Ce vaccin vivant atténué présente des risques de
réversion et n'est donc pas adapté a "lhomme. La prophylaxie consiste
en une immunosurveillance des femmes enceintes et en une thérapie
antibiotique plus ou moins efficace en cas de séroconversion.

Subversion de I’immunité par le parasite

Le toxoplasme établit avec le systéme immunitaire de I’hote un dialo-
gue subtil [1] (Figure 2). Dés sa pénétration sous forme de tachyzoite,

il déclenche une réponse du systeme immunitaire inné.
€n effet, les entérocytes répondent a la pénétration du
parasite en sécrétant des cytokines et des chimiokines
qui attirent au lieu de I'infection les monocytes et les
cellules dendritiques. Ces entérocytes ainsi parasités
seront les catalyseurs d’une réponse adaptative débu-
tée dans la lamina propria et les ganglions mésenté-
riques. La sécrétion de monoxyde d’azote (NO), d’in-
terleukine-12 (IL-12), d’interféron-y (IFN-y), de tumor
necrosis factor-o¢ (TNF-ol) engendrée par I’activation
de la réponse immune conduit, directement ou indi-
rectement, a Iinhibition de la réplication du parasite
et a son élimination partielle. Si cette réponse immune
de type Thl est insuffisamment régulée, en particulier
par la production insuffisante de TGF-[3 par certaines
sous-populations de lymphocytes intra-épithéliaux,
des phénomeénes immunopathologiques peuvent alors
se développer. Ainsi, les souris C57BL/6 meurent d’une
iléite nécrosante dans les dix jours qui suivent I'inges-
tion de kystes de toxoplasme. Si la réponse immune
intestinale vise a limiter I'intrusion du parasite, ce
dernier va aussi se servir de I’activation du systeme
immunitaire pour établir
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Hotes intermédiaires

Bradyzoites

Figure 1. Cycle de Toxoplasma gondii. Le chat, ou de fagon plus générale les félidés, sont les seuls animaux dans
lesquels le parasite effectue une reproduction sexuée, assurant un brassage chromosomique entre les souches.
Dans les autres hotes, le parasite se divise par scissiparité. Le chat est aussi "'unique hote capable d’excréter le
toxoplasme sous la forme d’oocystes dans ses feces. Les oocystes ainsi excrétés souillent les |égumes ou encore
les paturages. Les herbivores, tel le mouton, broutent I’herbe et peuvent ainsi se contaminer. Chez les herbivores,
le parasite s’enkyste sous forme de bradyzoites dans le cerveau mais aussi dans la viande. ’homme s’infecte
en mangeant de la viande peu cuite parasitée par des kystes ou des [égumes mal lavés contenant des oocystes.
Uinfection est particulierement grave pour le foetus lorsque la mére s’infecte pour la premiére fois durant la gros-

sesse. Le parasite se multiplie dans I’hte sous forme de tachyzoites (d’aprés Ermmano Candolfi).
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Sporozoites

son cycle infectieux. €n
effet, les parasites colo-

nisent les monocytes et

17T

les cellules dendritiques
présents dans les plaques
de Peyer et la lamina pro-
pria. Ces cellules ainsi

parasitées sont drainées
dans les ganglions mésen-
tériques puis s’échappent
dans la circulation san-
guine, colonisent la rate,
le poumon le foie avant
de s’infiltrer dans le cer-
veau [2]. Sous la pression
du systéme immunitaire,
en particulier de I’IFN-v,
les tachyzoites intracel-
lulaires se transforment
en bradyzoites, dans des
kystes [3]. Les cytokines
produites par le systeme
immunitaire dont I'IFN-y
activent les macrophages
ainsi que les cellules den-
dritiques, limitant ainsi la
prolifération intempestive
des parasites et empé-
chant également la lyse



de ces cellules. Les cytokines maintiennent donc I’hote en vie, dis-
ponible pour le parasite intracellulaire obligatoire et participent a la
pérennisation de I'infection. Les monocytes transportent le parasite
dans les muscles et le cerveau, deux lieux d’enkystement. C’est donc
en manipulant le systéme immunitaire que le toxoplasme accomplit
son cycle infectieux.

Interactions moléculaires
entre le parasite et le systeme immunitaire

Polymorphisme de Toxoplasma gondii

et activation de STAT3 et STAT6

La plupart des souches de toxoplasme isolées en Europe ou en Amé-
rique du Nord ont été classées en 3 lignées clonales (type I, Il et I11),
correspondant a des génotypes différents, qui ont été intégralement
cartographiés et séquencés. Ces souches different par de multiples
critéres phénotypiques comme leur virulence, leur persistance, leur

capacité migratoire, leur faculté a attirer des cellules
et a induire la sécrétion de cytokines. La plupart de
ces observations ont été réalisées chez la souris, mais
de telles différences existent aussi dans les infections
humaines. Afin de montrer que ces différences sont
liées a la maniére dont ces souches interagissent avec
la cellule héte, I’équipe de John Boothroyd [4] a infecté
des cellules fibroblastiques humaines puis comparé par
une analyse transcriptomique les genes de la cellule
hote dont I’expression est modifiée en réponse a une
infection par ces trois types de souches. Apres carto-
graphie des genes impliqués, des croisements entre des
souches de type Il et Il ont été réalisés chez le chat et
une nouvelle analyse transcriptomique a été effectuée
sur une série de clones issus des croisements. Les clones
issus des croisements ont été cartographiés génomi-
quement, puis utilisés pour infecter des cellules macro-
phagiques humaines. Ces études ont
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permis d’associer un polymorphisme de
certains genes de toxoplasme a une dif-
férence d’expression de genes humains.
€n particulier, il apparalt qu’une activa-
tion spécifique des voies de signalisation
de STAT3/6 par les produits de certains
genes du toxoplasme est corrélée a I'ex-
pression des différences phénotypiques
entre les trois types de souches. L'in-
fection avec les souches de type | et Il
est associée a une activation, traduite
par une phosphorylation plus importante
de STAT3 et STAT6 chez I’hGte qu’apres
une infection avec les souches de type
[I. L'IL-10 est une cytokine connue pour
ses activités immunorégulatrices, et qui
agit en particulier via la phosphorylation
de STAT3. STAT6é a aussi un effet immu-

Figure 2. La réponse immune intestinale. Le parasite, pénétrant dans les entérocytes, induit la
sécrétion de NO (monoxyde d’azote), d’IL-15 et de chimiokines. Le NO limite la réplication du
parasite. Ceux qui échappent & ce contrdle seront pris en charge par les polynucléaires (PMN), les
macrophages (M®), les cellules dendritiques (DC), attirés au lieu de 'infection par les chimio-
kines. Quelles qu’elles soient, les cellules parasitées produisent diverses cytokines. Parmi elles,
I’IL-15 est un puissant activateur des cellules NKT, cellules productrices d’IFN-y et qui activeront
via une réaction en chaine les lymphocytes T de la lamina propria. Les M®, les DC et les PMN sont
des pourvoyeurs d’IL-12, cytokine activatrice des cellules T CD4 effectrices de la lamina propria,
qui, aprés stimulation, produisent I"IFN-y. LIFN-y est une molécule microbiostatique, qui favo-
rise aussi I’enkystement du parasite mais qui est un puissant agent inflammatoire. €n I"absence
de régulation, 'inflammation tuera I’animal. Les cellules B catalysent la production d’IFN-y par
les lymphocytes T. Certaines sous-populations de lymphocytes intra-épitheliaux (LIE, TCR o/f)
en produisant du TGF-f3 tendent & limiter la réaction inflammatoire intempestive déclenchée par
I'intrusion du parasite. Une autre sous-population de LIE en revanche est activée par I'lL-15 et
tuera par cytotoxicité les entérocytes infectés, limitant I’invasion parasitaire mais causant des
dommages épithéliaux (d’aprés [1]).
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norégulateur puisqu’il est impliqué dans
la limitation de la production de NO. €n
effet I'activation de STAT6 conduit a la
production d’arginase qui utilise I'argi-
nine, substrat de la formation de NO. Or
le NO a un effet microbicide sur le toxo-
plasme. La compétition pour 'utilisation
de I'arginine affaiblit par conséquent la
production de NO [5].

Polymorphisme de la protéine ROP16
et sécrétion d’IL-12

La cartographie des génes des souches
de toxoplasme mutées dans la région
du chromosome VlIb et "analyse de leur
capacité a activer STAT3/STAT 6 ont faci-
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lité I'identification de la protéine ROP16 comme candidat potentiel au  vasion parasitaire (Figure 3). Une trentaine de protéines
support du polymorphisme entre les souches. Cette protéine partage de  différentes composent ces rhoptries. Lors de 'invasion
nombreuses homologies avec des sérine thréonine protéine kinases qui  cellulaire, ces protéines participent a la création de la
sont des modulateurs de fonctions cellulaires variées. Cette protéine  jonction mobile qui propulse le parasite a I'intérieur de
ROP16 est localisée dans les rhoptries, organites apicaux du parasite la cellule hote, tout en formant la vacuole parasito-
dont la morphologie rappelle celle des clubs de golf. Les tachyzoites phore au sein de laquelle le parasite va se développer.
possedent entre 8 a 12 rhoptries qui déversent leur contenu lors de I'in-  Sans que le processus ne soit clairement élucidé, cer-

Rhoptries

Cellule hote

Tachyzoite

Rhoptries 0,2 um
B ——

Figure 3. Réplication du parasite. 'entrée du tachyzoite, forme réplicative du parasite, dans la
cellule hote, résulte d’un processus actif et orienté. Le tachyzoite est orienté antérieurement
par le conoide (A) et possede des organites sécrétoires appelés rhoptries. Lorsque le conoide
entre en contact avec une cellule hdte (B), le parasite relargue, dans le cytosol et la vacuole
parasitophore en formation, de nombreuses protéines, essentiellement issues des rhoptries qui
se vident. Ces protéines participent a la formation de la membrane de la vacuole parasitophore

et permettront les interactions avec les différentes fonctions cellulaires.
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taines de ces protéines de rhoptries, en
particulier les protéines solubles comme
ROP16, peuvent se retrouver dans le
cytoplasme de la cellule hate puis dans
son noyau ou elles peuvent interagir avec
la signalisation [6]. Le polymorphisme
de la protéine ROP1é6 injectée dans la
cellule hote semble étre lié, au cours du
temps, a la différence de capacité des
souches a phosphoryler et donc a activer
les voies de signalisation STAT3/6. A la
différence des souches de type Il, les
souches de type | et Il phosphorylent
durablement STAT3. Pour poursuivre la
caractérisation de la protéine ROP16,
des mutants transgéniques exprimant la
protéine ROP16 de type | ou de typell
ont été construits. Pour cela, le géne de
la protéine ROP16 soit de type | ou Il a
été introduit dans une souche de type
Il et son extrémité carboxy-terminale a
été marquée avec I"hémagglutinine pour
faciliter la sélection des transfectants.
La construction de mutants de type Il
exprimant la protéine ROP16 de type |
a permis de relier le polymorphisme de
ROP16 ainsi que la phosphorylation de
STAT3 a la production d’IL-12. Uinfection
des macrophages avec des souches de
type Il induit la sécrétion de quantités
d’IL-12 plus importantes que ne le fait
I’infection avec des souches de type |
et Ill. Ce phénotype est réversible par
P’introduction d’une protéine ROP16 de
type | dans les souches de type Il. €n
fait, cette différence de production de
cytokines lors de I'infection par des sou-
ches de type | et Il d’une part, et de type
Il d’autre part, pourrait étre due a la
phosphorylation de STAT3 qui constitue
un régulateur positif des protéines SOCS
(suppressor of cytokine signaling), natu-
rellement impliquées dans la régulation
négative des cytokines (Figure 4). Ainsi,
I’équipe de John Boothroyd [4] décrit



que la nature de la protéine ROP16 peut avoir un role dans la régula-
tion de la production d’IL-12 et ainsi avoir un impact majeur sur I’issue
de Iinfection compte tenu de I'importance de I'lL-12 dans "activation
des cellules immunes.

Les protéines ROP du toxoplasme : un exemple

de modulation directe du systeme immunitaire de I’hdte

Dans trois articles publiés récemment et utilisant des approches dis-
tinctes, trois équipes, dont celle de John Boothroyd, démontrent le role
prééminent d’une autre protéine de rhoptrie a activité kinase, ROP18,
dont le géne est situé a proximité de celui de ROP16. ROP18, au cours
de I'invasion parasitaire, se localise dans la membrane de la vacuole
parasitophore. ROP18 est responsable de la différence de virulence
entre les souches de classes |, Il et Il [7-9], car cette protéine semble
moduler directement la prolifération intracellulaire du parasite [9]
griice & son activité kinase. A la différence de ROP16, ROP18 ne sub-
vertit pas la signalisation intracellulaire de I’hote.

Le travail de I’équipe de John Boothroyd montre pour la premiére fois
I'interaction moléculaire de protéines d’un parasite avec un systeme
de régulation du systeme immunitaire de I’hote. Il corrobore les obser-
vations faites récemment par I"équipe d’Eric Denkers qui a réalisé
une étude transcriptomique des génes de macrophages modulés par
Pinfection d’une souche de type | [10]. Cette équipe rapporte éga-

lement que les parasites de type | bloquent la réponse
des macrophages & la stimulation par le LPS (lipopoly-
saccharide). Eric Denkers montre dans des macropha-
ges infectés in vitro que seuls les tachyzoites vivants
peuvent activer la phosphorylation de STAT3 et qu’ils
suppriment I"augmentation de I’IlL-12 de fagon STAT3
dépendante dans des cellules parasitées et stimulées
par du LPS. U'observation qu’il faille un parasite vivant
pour obtenir de tels effets est logique si I’on incrimine
Iinjection de ROP16 dans le cytosol de la cellule para-
sitée. Bien que I’équipe de John Boothroyd ait suggéré
qu’il y ait des facteurs intermédiaires entre ROP16 et
STAT3, les travaux d’€ric Denkers excluent la participa-
tion de I'IL-10 qui aurait pu constituer I'intermédiaire
évoqué.

€n conclusion :
jeu complexe entre le parasite et I’hdte

Les conclusions de ces travaux sont tirées d’expériences
in vitro, ne prenant pas en compte toute la complexité
des interactions cellulaires au sein d’un tissu infecté.
Il en ressort cependant que le toxoplasme peut, par

Iinjection de protéines dans le cytosol,

moduler directement la réponse immune.
La modulation de la réponse immune
peut avoir de multiples conséquences
directes sur le cycle parasitaire, puisque

Rhoptries Toxoplasma gondii 4 i !
type l, Il ou Il I’absence de stimulation des réponses
immune de type Thl peut favoriser la
Cellule ® /\ multiplicatior?pdu par:site. Cependant,
.. ® une réponse immune non contrdlée peut
o conduire a des phénomeénes déléteres

\/ / \ d’immunopathologie.

Le déroulement d’une infection toxo-
plasmique est également différent selon
I’espece hote. Les résultats décrits ci-
dessus concernent essentiellement des
0 0 expérimentations menées in vitro, ou
Noyau dr‘l,’:fi‘:::is‘::n chez la souris Ipur dles voies d’inf)cula.—
L1 e T descyrokines tion non physiologiques. Pour établir

Figure 4. Schématisation des fonctions de ROP16. Apreés pénétration dans la cellule hdte, le
tachyzoite libere dans le cytosol des protéines dont la protéine ROP16. La présence de la pro-
téine ROP16 issue des souches de type | ou Ill dans le cytosol de la cellule hote est associée,
entre autre, a la phosphorylation des molécules STAT3 ou STATé. Dans le noyau de la cellule hote,
ces protéines phosphorylées sont des facteurs de transcription pouvant modifier I’expression de

cytokines. La protéine ROP16 provenant de souches de type Il ne semble pas capable d’induire

une telle cascade.
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une réelle corrélation entre la virulence
et Iexpression d’un type donné de pro-
téines comme ROP16 ou ROP18 dans un
hote donné, il faudra réaliser des infec-

Par exemple par augmentation
de I"expression des protéines SOCS
(suppressor of cytokine signaling)

tions in vivo par voie orale suivies de
véritables analyses histopathologiques
et immunologiques, prenant en compte
une voie d’inoculation naturelle et la
multiplicité des interactions cellulai-
res qui peuvent influencer 'issue de la
toxoplasmose. ¢
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SUMMARY

Molecular cross talk between
Toxoplasma gondii and the host
immune system

Toxoplasma gondii is an intracellular
parasite that frequently infects a large
spectrum of warm-blooded animals. This
parasite induces abortion and estab-
lishes both chronic and silent infections,
particularly in the brain. The chronic
infection is therefore a permanent threat
for the host in cases of immunosuppres-
sion. Parasite penetration into the host
activates a strong anti-parasite immune
response, but is also used by the para-
site to chronically persist. In the present
paper, we discuss the data obtained in
the laboratory of John Boothroyd that
reports the molecular cross talk between
the parasite rhoptry proteins and the
host cell. During host cell invasion, rhop-
tries participate to the constitution of
the mobile junction that drives the para-
site into the host cell, while building the
parasitophorus vacuole in which the par-
asite grows. Some soluble rhoptries, such
as ROP1é, are shed into the cytoplasm,
and then reach the nucleus where they
can eventually impact different signaling
pathways such as STAT3/6, key molecules
in the immune response establishment. ¢
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