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INTRODUCTION



La toxoplasmose oculaire (TO) est une des causes majeures des troubles visuels dans le monde.
Cette pathologie est responsable de 30 a 50% des uvéites postérieures avec un nombre de cas
estimé a 800 000 en France. La destruction de la rétine par Toxoplasma gondii reste toutefois
peu étudiée. Ces infections sont pour la plupart dormantes mais sont susceptibles de se réactiver
et de provoquer de graves séquelles visuelles irréversibles pouvant aller jusqu’a la cécité. Les
traitements actuels ne permettent pas de réduire les risques de récurrence a partir de formes
latentes, ni méme d’éliminer le parasite qui persiste dans le tissu rétinien. Il n’existe a ce jour
aucune ¢tude poussée concernant les mécanismes d’installation et de persistance du parasite
dans la rétine survenant au cours de la TO et aboutissant a la destruction des tissus rétiniens lors
des phénomenes de récurrence. Les cytokines sont abondamment produites dans la rétine et
régulent la réponse immunitaire locale. Il est donc évident que ces molécules seront les cibles
des approches thérapeutiques futures de la TO. Cependant, pour ce faire, les mécanismes
immunologiques et parasitaires régulant la réaction immunitaire de I’ceil doivent étre identifiés.
Ce travail apporte de nouvelles connaissances sur les mécanismes immunitaires mis en place
lors d’une TO acquise en phase aigué et lors d’une réactivation. L’évolution et les conséquences
d’une TO ou d’une récidive sont trés fortement corrélées a la souche parasitaire infectante ainsi

qu’au fond génétique de I’hote.



I/ Le parasite: Toxoplasma gondii

A/ Découverte du parasite et de la toxoplasmose oculaire (TO)

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire appartenant au phylum des
apicomplexe. Ce protozoaire cosmopolite a été découvert a Tunis en 1908 par Charles Nicolle
et Louis Manceaux (Nicolle and Manceaux, 2009) dans les tissus d’un petit rongeur nommé
Ctenodactylus gundii. Le nom T. gondii fait référence a sa morphologie (en étymologie grecque
toxon signifie arc et plasma forme) et au rongeur chez lequel il a été isolé. La méme année a
Sao Paulo, Alfonso Splendore découvrit le méme parasite dans des tissus de lapins (Splendore,
1908). Toxoplasma fut d’abord isolé chez des animaux en laboratoire puis trouvé dans de
nombreuses autres especes homéothermes (les mammiferes, dont I’Homme et les oiseaux) ol
le genre toxoplasma était associé 4 chaque espéce hote ol il était trouvé. A cette époque, toute
notion concernant son cycle ainsi que son importance en pathologies humaine et animale était
inconnue. La premiere description de toxoplasmose humaine a été réalisée par 1’ophtalmologue
Josef Jankii en 1923 lors d’un cas de toxoplasmose congénitale chez un nouveau-né portant des
atteintes de retinochoroidite et elle fut suivie quelques années plus tard par la description d’un
cas d’encéphalite congénitale chez un enfant (Wolf et al., 1939). Des lors, les implications
oculaires, manifestations de maladie congénitale, devinrent largement reconnues. La méme
année, Sabin isola des toxoplasmes viables et apporta la preuve que les différentes especes
trouvées précédemment n’étaient en fait qu’une seule et méme espece : Toxoplasma gondii

(Sabin, 1939).

La mise au point des premiers tests sérologiques (Sabin and Feldman, 1948) a mis a jour
I’importance de la prévalence de la toxoplasmose humaine et a permis de contribuer a une
meilleure approche épidémiologique. Ainsi, en 1952 la TO fut reconnue comme une réelle

pathologie oculaire (Wilder, 1952).

A la fin des années 50, Hogan caractérisa I’ensemble des manifestions oculaires lors d’atteintes
congénitales et acquises et définit ainsi la recherche sur la TO pour les prochaines décennies.
C’est ainsi que la TO acquise devint un événement rare et les épisodes de récurrence des
manifestations d’infection congénitale non détectée a la naissance. Ces idées furent confirmées
en 1973 par Perkins. Il faudra plusieurs années pour que ces théories soient remises en cause et

que la TO acquise soit considérée comme la forme la plus courante (Gilbert and Stanford, 2000;
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Holland, 1999; Weiss and Kim, 2011). Les premiers traitements contre la TO, toujours prescrits
de nos jours, apparaissent et sont basés sur I’association de pyriméthamine (anti-malarique) et
de sulfadiazine.

La compréhension du cycle parasitaire ainsi que des circonstances de contamination n’eut lieu
que dans les années 1970 grace a la découverte d’oocystes, stade hautement infectieux, chez le
chat (Dubey et al., 1970a, 1970b). Levine établit en 1980 la classification de I'unique espece T.

gondii de la manicre suivante :

regne des protistes ;
sous-regne des protozaires ;
embranchement des apicomplexes ;

classe des sporozaires ;

YV V. V V V

sous-classe des coccidies.

B/ Stades parasitaires

La dissémination du parasite est assurée par trois stades évolutifs possédant chacun des
caractéristiques particulieres et jouant un role important dans la transmission et la pathogénie

de I’infection (Toxoplasmose oculaire, 2014).

- Le stade sporozoite

Les sporozoites sont issus de la multiplication sexuée du parasite qui a lieu au niveau de
I’épithélium intestinal de ses hotes définitifs : les félidés. Les sporozoites sont contenus dans
des oocystes sporulés (10 a 15 um de diametre) excrétés via les feces dans le milieu extérieur.
Cette forme est tres résistante et permet ainsi au parasite de persister pendant plusieurs mois

dans I’environnement et de se propager plus facilement a ses différentes hotes.



Figure 1 : Structure d’un oocyste sporulé contenant deux sporocystes (tétes de fleches) et des sporozoites dont
un coupé longitudinalement (petites fleches) (Dubey, 1998).

- Le stade tachyzoite

Le tachyzoite est une forme asexuée de multiplication intracellulaire rapide (endodyogénie). Il
mesure 2-4 um de large et 4-8 um de long et possede une forme en croissant. Ce stade en phase
aigué assure une dissémination rapide dans 1’organisme par le sang. Le tachyzoite peut infecter
I’ensemble des cellules nucléées, de préférence les macrophages, et se multiplie au sein d’une
vacuole parasitophore. Cette multiplication rapide entraine une réponse inflammatoire forte
ainsi que la destruction des tissus associ€s et engendre les manifestations cliniques de 1a maladie

(Ajioka and Soldati, 2007).
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Figure 2 : Structure d’un tachyzoite (Ajioka, 2001).



- Le stade bradyzoite

Les bradyzoites correspondent a la forme asexuée et quiescente du parasite. Ce stade définit la
phase chronique de I’infection. Sous la pression du syst¢tme immunitaire, les tachyzoites se
transforment en bradyzoites au sein de vacuoles nommées «kystes» (50-200 um).
Structurellement ces deux formes se ressemblent, bien que les bradyzoites soient plus petits
(Black and Boothroyd, 2000; Dubey et al., 1998) mais elles different fonctionnellement avec
une multiplication lente des bradyzoites. Un kyste peut contenir plusieurs centaines voire
plusieurs milliers de bradyzoites et se localise dans les tissus comme le cerveau, les muscles
squelettiques, le cceur et les yeux (principalement dans les neurones, les astrocytes et les cellules
musculaires et rétiniennes). Les kystes sont tres résistants, notamment a 1’acide gastrique, et
persistent tout au long de la vie de leur hote, lui conférant une immunité pérenne (Denkers and
Gazzinelli, 1998). Cette forme de résistance est inaccessible au systeme immunitaire ainsi

qu’aux traitements actuels.
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Figure 3 : Kyste tissulaire a gauche contenant des centaines de bradyzoites, représenté a droite (Dubey, 1998).



C/ Cycle parasitaire

Le cycle de développement de 7. gondii est un cycle hétéroxene facultatif entre les félins (hotes

définitifs — cycle sexué) et les animaux homéothermes (hotes intermédiaires — cycle asexué).
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Figure 4 : Cycle parasitaire de Toxoplasma gondii (Hunter, 2012).

Le cycle sexué s’effectue uniquement chez les félidés, principalement les chats en Europe. Les
hotes définitifs se contaminent par 1’ingestion de végétaux et d’eau souillés par des oocystes
matures ou de kystes contenus dans leurs proies. Les formes parasitaires végétatives pénetrent
au niveau des cellules épithéliales de I’intestin et se différencient en gamétocytes apres
plusieurs multiplications asexuées (schizogonie). La fécondation d’un gamétocyte male et

femelle produit un oocyste non sporulé, immature et non infectieux qui sera éliminé par les



feces dans le milieu extérieur (plusieurs millions en quelques jours). L’oocyste, au contact d’un
environnement favorable, sporule entre 1 et 5 jours et devient un oocyste mature. Il sera
composé de deux sporocystes, contenant eux-mémes quatre sporozoites. Il obtient ainsi une
forme extrémement infectieuse, treés résistante et stable pendant plusieurs mois dans le milieu

extérieur.

Le cycle asexué peut s’accomplir dans 1’ensemble des animaux a sang chaud dont I’Homme.
Le mode principal de contamination reste le méme que pour les hotes définitifs, c’est-a-dire par
ingestion d’oocystes ou de kystes. Au niveau de Dintestin, les formes végétatives se
transforment en tachyzoites, se multipliant par endodyogenese essentiellement dans les
monocytes-macrophages et les cellules dendritiques afin de se propager dans tout 1’organisme
via les systemes lymphatique et sanguin. Les tachyzoites sous forme « libre » des souches
virulentes et atypiques peuvent également migrer a travers I’endothélium vasculaire de la rétine
humaine (Furtado et al., 2012). Sous I’influence du systeme immunitaire, les tachyzoites
s’interconvertiront en bradyzoites pour former des kystes dans les organes dits immuno-

privilégiés tels que le cerveau et les yeux.

D/ Modes de contamination

L’Homme, a I’instar des autres hotes intermédiaires, peut se contaminer de différentes fagcons

a partir :

- d’oocystes disséminés dans I’environnement : consommation de 1égumes ou de fruits
crus mal lavés, d’eau de boisson non filtrée et également lors d’une mauvaise hygiéne
des mains apres contact avec la terre ou la litiere du chat ;

- de kystes contenus dans les tissus des hotes intermédiaires : consommation de viande
infectée crue insuffisamment cuite. Plus rarement, transmission par transplantation
d’organes ou par inoculation accidentelle ;

- de tachyzoites : transmission transplacentaire possible, généralement lors d’une primo-
infection maternelle pendant la grossesse, responsable de toxoplasmose congénitale.

Egalement quelques cas d’inoculation accidentelle.



E/ Génotype et virulence parasitaires

Il n’existe qu’une seule espece de 7. gondii, en revanche celle-ci regroupe plusieurs souches.
Pendant de nombreuses années, ces souches ont été classées en trois génotypes dépendants de
leur virulence chez la souris. En effet, la pathogénicité des souches est définie d’apres le nombre
de tachyzoites nécessaires et suffisants (dose 1étale - DL 50 et DL 100) pour tuer un groupe de
souris lors d’une injection intrapéritonéale (Sibley and Boothroyd, 1992).

Les trois génotypes sont les suivants :

- la souche de type I caractérisée par une virulence tres élevée quel que soit le fond
génétique de I’hote — DL 100 : un parasite. Ces souches ont une multiplication rapide
sous forme tachyzoite et ne forment pas de kystes in vivo ;

- lasouche de type Il qui possede une multiplication lente et qui est fortement kystogene.
Elle est dite non virulente chez la souris avec une DL 50 ~10° ;

- lasouche de type III dont la virulence se situe entre celles des types I et I : DL 50 ~10°.

Les souches de type I, II et III appartiennent a la lignée clonale (Howe and Sibley, 1995).
Récemment, un quatrieme type a été identifié chez les animaux sauvages d’ Amérique du Nord
(Khan et al., 2011). 1l existe également quelques souches dites atypiques caractérisées par une
grande variabilité¢ génétique contrairement aux trois autres qui n’ont qu’l a 3% de différence
(Howe and Sibley, 1995). Les souches de type II sont principalement retrouvées en Europe et
en Amérique du Nord tandis que les souches atypiques sont localisées en Amérique du Sud
(Ajzenberg et al., 2004; Howe et al., 1997; Khan et al., 2006; Lehmann et al., 2006).

Cependant, depuis 2012 cette classification a été améliorée grace a 1’association de trois
techniques de génotypage (Restriction Fragment Length Polymorphism markers, MicroSatellite
markers et Sequenced-based Markers) afin de fournir une analyse comparative d’un grand
nombre d’isolats. Ainsi, 138 génotypes ont pu étre regroupés dans 15 haplogroupes qui
définissent eux-mémes 6 clades (Su et al., 2012). Cette étude a confirmé le modele biphasique
de regroupement des souches, a savoir une partie comprenant certaines régions de I’hémisphere
Nord - Amérique du Nord et Europe - avec une prédominance de quelques lignées tres
abondantes et fortement clonales (types I/II/IIl appartenant aux clades A, C et D) et le reste du
globe avec une spécificité pour I’Amérique du Sud caractérisée par un assemblage divers des

génotypes les moins communs, preuve d’une forte recombinaison (clades A, B et F dits

atypiques).



Ces génotypes atypiques semblent €tre en partie responsables des atteintes oculaires observées
en Amérique du Sud, causes possibles d’une mauvaise adaptation de I’Homme a ces souches
hautement recombinantes (Carme et al., 2009; Khan et al., 2007; De Salvador-Guillouét et al.,
20006). En effet, plusieurs groupes ont noté que les 1ésions observées sont plus fréquentes et plus
séveres qu’en Europe et en Amérique du Nord (Carme et al., 2002; Dodds et al., 2008; Gilbert
et al., 2008a; Grigg et al., 2001; Khan et al., 2006; Lindsay and Dubey, 2011; Petersen et al.,
2012).

Il est a noter que la virulence des souches observée chez la souris ne sera pas nécessairement la
méme chez d’autres hotes tels quel ’Homme ou le rat, suggérant ainsi que les facteurs de 1’hote
sont également impliqués dans la virulence (Elmore et al., 2010; Melo et al., 2013; Saeij et al.,
2005; Sergent et al., 2005).

La virulence de T. gondii semble dépendre des facteurs impliqués dans I’interaction parasite-
cellule-hote et dans la réponse immunitaire de 1’hdte. La virulence était définie encore tres
récemment par le taux de multiplication parasitaire qui déclenchait des aspects variés de la
réponse immunitaire dépendante de la souche parasitaire et murine. Cependant, au vu des
caractéristiques parasitaires intrinseques, les produits des genes essentiels a I’invasion de I’hote
ne peuvent pas étre considérés en tant que facteurs de virulence. Les facteurs de virulence ont
donc été définis comme des produits de genes influencant la sévérité de la maladie mais non
essentiels a la transmission et a la survie du parasite (Dubremetz and Lebrun, 2012). Les
principaux facteurs connus appartiennent aux granules denses et aux rhoptries, organelles
sécrétoires localisées au pdle apical du parasite. Ils sont sécrétés lors de I’invasion parasitaire
et transloqués dans le cytosol de la cellule hote ot ils interferent avec les fonctions cellulaires
afin de neutraliser I’'immunité innée et de promouvoir la survie du parasite (Hunter and Sibley,
2012).

Plusieurs de ces facteurs ont été identifiés comme des protéines kinases de rhoptries appartenant
a la famille des ROP2 (Blader et al., 2001; Dlugonska, 2008). Ces protéines sont fortement
impliquées dans 1’invasion parasitaire et les interactions parasite-cellule-hote dont
I’établissement de la vacuole parasitophore (Boothroyd and Dubremetz, 2008; Dubremetz,
2007; Reese and Boyle, 2012). Les protéines ROP modulent I’inflammation a différents
niveaux et sont donc responsables de la différence significative dans la virulence des souches.
Cette modulation intervient a deux niveaux :

- Sur I’activation des cellules présentatrices d’antigene (APC) via les récepteurs Toll like
(TLR), entrainant 1’activation de NF-xB et sa translocation nucléaire. Ceci active la

transcription de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-12 et IL-18 qui a leur tour
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déclenchent la production d’IFN-y par les lymphocytes T et cellules NK. Dans ce premier cas,
la pathologie sera conduite par une sur-inflammation ;

- Les cellules infectées, activées par I'IFN-y, peuvent diriger les GTPases régulées par
I’interféron. Il s’agit des GTPases liées a 'immunité p47 ou IRGs (Immunity-Related GTPase
proteins) et des protéines liant le guanylate p65 ou GBPs (Guanylate-Binding Proteins). Ces
GTPases s’accumulent a la membrane de la vacuole parasitophore (MVP), entrainant sa
destruction ainsi que celle du parasite (Ling et al., 2006; Martens et al., 2005). Les souches
virulentes de 7. gondii interférent avec ces GTPases, conduisant 2 une augmentation illimitée
du parasite qui dans ce second cas est responsable de la pathologie (Dubremetz and Lebrun,
2012; Melo et al., 2011). Il faut également noter que les humains ne posseédent que deux groupes
orthologues de GTPases p47 : IRGC et IRGM qui ne peuvent pas étre induites par I’'IFN-y du
fait de deux éléments manquants dans leur promoteur (Bekpen et al., 2005; Hunn et al., 2011).
Les facteurs polymorphiques suivants sont les seuls a avoir été montrés responsables de la
modulation génétique de la virulence chez les souches clonales. Une étude concernant les
souches atypiques pourrait révéler d’autres éléments dans la complexité¢ de la virulence

parasitaire.

La protéine parasitaire ROP16 appartient a la famille des protéines kinases ROP2 (El Hajj et
al., 2006). Elle est libérée des organelles apicales sécrétoires, appelées rhoptries et sécrétée lors
de I’invasion puis accumulée dans le noyau de la cellule hote. ROP16 est une sérine-thréonine
kinase (El Hajj et al., 2006; Ong et al., 2010; Saeij et al., 2007) (puissant modulateur de
plusieurs fonctions cellulaires) trés polymorphique. En effet, il existe 57 polymorphismes
nucléotidiques entre ’allele de type II et les alleles de type I et III (Saeij et al., 2007). ROP16
peut influencer la voie JAK/STAT. Grace a son activité tyrosine kinase intrinseéque, elle active
directement les facteurs de transcription de ’hote STAT3 et STAT6 (Signal Transducer and
Activator of Transcription) dans le cytoplasme de la cellule en phosphorylant un résidu tyrosine
(tyr 705 et tyr 641 respectivement) (Ong et al., 2010; Yamamoto et al., 2009). Les facteurs de
transcription STAT3 et STAT6 permettent de réguler négativement la réponse inflammatoire
Th1 (Ong et al., 2010; Yamamoto et al., 2009). STAT3 possede deux phases d’activation : le
premicere est indépendante de ROP16 alors que la deuxieme, dépendante de ’activité tyrosine
kinase et de la partie N-terminale de ROP16I/11I, est nécessaire a I’activation soutenue de
STAT 3 (Yamamoto et al., 2009). L’activation de STAT6 est quant a elle totalement
dépendante de ROP16 et est nécessaire a I’induction de 1’arginase-1 qui limite la croissance

parasitaire (Butcher et al., 2011). Cependant, 1’action de ROP16 differe entre les souches de
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type I/III et de type II du fait du polymorphisme d’un nucléotide. Pour les souches de type /111,
le résidu en position 503 dans le domaine kinase de ROP16 est une leucine alors qu’il s’agit
d’une sérine pour les souches de type II (Yamamoto et al., 2009). Ce polymorphisme affecte
I’activité de ROP16II qui ne peut maintenir la phosphorylation de STAT3 et induit une forte
production d’IL-12 dépendante de MyD88, agissant ainsi sur I’inflammation (Butcher et al.,
2011; Saeij et al., 2007). II est connu que les souches de type II induisent un fort niveau
d’activation de NF-kB ainsi qu’une forte production d’IL-12 par rapport aux souches de type I
(Robben et al., 2004). Tandis que ROP16I/III maintiennent la phosphorylation de STAT3,
inhibiteur de ’activation de NF-KB, supprimant ainsi la production d’IL-12 via le récepteur
Toll like 4 (TLR4) (Saeij et al., 2007) et des réponses cytokiniques Th1 protectrices.

STATS est également activé par ROP16 et joue un role dans la résistance de 1’héte lors d’une
infection orale par 7. gondii (Jensen et al., 2013).

Les infections avec les souches de type I et III induisent fortement SOCS1/2/3 (Suppressors Of
Cytokine Signalling) comparées aux infections de type II (Saeij et al., 2007).

La protéine ROP18 est également une protéine sérine-thréonine kinase active et tres
polymorphique (14% de différence entre les ROP18I et ROPIS&III (Taylor et al., 2006))
appartenant a la famille ROP2 (El Hajj et al., 2006, 2007a). Elle est sécrétée dans la cellule hote
lors de I’invasion par 7. gondii et se localise ensuite a la MVP. ROP18 est fortement exprimée
dans les souches de type I et II contrairement aux souches de type III — en raison d’une séquence
supplémentaire de 2,1kb située a 85bp en amont de la séquence du codon start ATG (Taylor et
al., 2006) — et permet ainsi de contribuer a un niveau intermédiaire a la virulence des souches
de type II (Saeij et al., 2006). En effet, si une ROP18I ou II est placée dans une souche de type
III, ceci entrainera une augmentation de la virulence caractérisée par une forte multiplication
parasitaire, puis le déces des souris (Saeij et al., 2006; Taylor et al., 2006).

ROP18 joue un role important dans la virulence des souches et agit a différents niveaux pour
supprimer les cytokines pro-inflammatoires. Tout d’abord, il a été¢ montré que ROP18I inhibe
la voie de NF-kB en associant sa partie N-terminale au domaine p65 de NF-kB dimérisé, puis
en le phosphorylant au niveau de la sérine 468 et en le dégradant de facon ubiquitine-
dépendante. Ceci provoque le blocage de la translocation nucléaire de p65 et la suppression de
I’activation de NF-xB (Du et al., 2014). ROP18 phosphoryle également, via les résidus
thréonines dans la région I du domaine GTPase, des IRGs tels que Irga6 (résidus T 102 et T
108), Irgb6 et Irgb10 afin d’éviter leurs recrutements a la MVP (Fentress et al., 2010; Steinfeldt
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et al., 2010). Cependant ROPI8II est incapable de phosphoryler les GTPases p47 chez des
macrophages activés par I’IFN-y (Steinfeldt et al., 2010) alors qu’elle est fonctionnellement
active dans cette souche et qu’elle confere la virulence au type III. ROP18 doit donc interagir
avec d’autres effecteurs polymorphiques parasitaires pour déstabiliser la MVP.

Une protéine de granules denses, GRA7, semble également étre liée a la virulence de ROP18
et ces dernieres agissent ensemble sur la méme voie. GRA7 perturbe aussi les IRGs en liant
I’oligomere d’Irga6 (Alaganan et al., 2014).

Un autre facteur cellulaire de 1’hdte situé dans le réticulum endoplasmique est modulé par
ROP18, le facteur de transcription 6 beta (ATF6f), mécanisme de résistance contre les
pathogenes intracellulaires. ROP18I le dégrade afin de réguler la réponse immunitaire
adaptative des cellules T CD8. La portion N-terminale de ROP18 est nécessaire a la virulence
complete de la souche de type I (El Hajj et al., 2007a; Yamamoto et al., 2011). Il est a noter que
des genes ATF6f orthologues sont présents chez ’Homme, ce qui laisse penser que
I’expression des différents alleles de ROP18 pourrait étre importante dans le développement de
la maladie chez ’Homme.

Le facteur de transcription parasitaire TgAP2XI-5 régule la transcription des genes des facteurs
de virulence cruciaux pour 7. gondii. L’interaction de TgAP2XI-5 avec un motif GCTAGC
permet d’obtenir une activité compléte du promoteur de ROP18 (Walker et al., 2013).
L’interaction de la pseudokinase ROPS avec ROP18 assure une activité catalytique compléete
de la sérine-thréonine kinase nécessaire a la virulence (Behnke et al., 2011, 2012; Niedelman
et al., 2012; Taylor et al., 2006) et explique 90% des différences dans la virulence aigué€ des
souches (Hunter and Sibley, 2012). En effet, ROP5 augmente la phosphorylation des IRGs par
ROPI18 et est nécessaire entre autres a la phosphorylation efficace de Irga6 par ROP18
(Fleckenstein et al., 2012). Toutefois, ce mécanisme d’évasion parasitaire est impossible chez
I’Homme dont les IRGs (Niedelman et al., 2012) n’ont pas les mémes caractéristiques —
suggérant que I’Homme n’est pas un hote naturel du toxoplasme ou un hote moins important
(Dubremetz and Lebrun, 2012; Fleckenstein et al., 2012) — bien que ROP18 semble pouvoir
interagir avec des protéines humaines de facon différente (Sanchez et al., 2014). 1l a ét€ montré
que la combinaison allélique ROP18/ROP5 détermine 1’évasion et la virulence des souches

appartenant a d’autres lignées que I/II/III (Khan et al., 2009; Niedelman et al., 2012).

ROPS est une kinase inactive a cause d’une absence d’un motif dans son domaine catalytique
responsable de 1’activité phosphotransférase. Elle appartient a la famille des serine-thréonine

kinases de ROP2 et se localise a la face cytosolique de VP (El Hajj et al., 2006, 2007b; Reese
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and Boothroyd, 2009). Cependant, ROP5 est impliquée de facon critique dans la virulence des
souches toxoplasmiques de type I (Behnke et al., 2011; Reese et al., 2011). En effet, les souches
de type I/II/IIT ont des isoformes divergents présents en différents nombres bien que les trois
principaux isoformes existent dans chaque souche (A, B et C) (Behnke et al., 2011; El Hajj et
al., 2006; Reese et al., 2011). ROPS inhibe les IRGs - dont Irga6, Irgb6 et Irgb10 (Behnke et
al., 2012; Fleckenstein et al., 2012) - en coopération avec ROP18, protégeant ainsi les parasites
et contr6lant la virulence (Behnke et al., 2012; Fentress et al., 2010; Niedelman et al., 2012;
Steinfeldt et al., 2010). ROPS5 est multifonctionnelle: non seulement elle régule et est nécessaire
a Pactivité catalytique enticre de ROP18 mais elle affecte aussi des effecteurs additionnels
dépendants de Irgm3 et de ’IFN-y (Behnke et al., 2012). Elle est également responsable de la
différence de virulence entre les souches et ROPSIII est associée positivement a la virulence
(Behnke et al., 2011; Reese et al., 2011). ROPS5 peut, en 1’absence d’expression de ROP18,
réduire et interagir avec une ou plusieurs IRGs (Niedelman et al., 2012), suggérant ainsi un

mode d’action indépendant (Reese et al., 2011; Saeij et al., 2006).

Il existe également d’autres facteurs n’appartenant pas a la famille ROP et qui ont un rdle dans
la virulence.

La protéine de granules denses GRA1S est une protéine polymorphique sécrétée
continuellement dans la cellule hdte pendant et aprés 1’invasion parasitaire et qui participe a la
modification de la MVP en interférant avec les GBP murins (Winter et al., 2011). Il s’agit de la
premicre granule dense connue pour ses capacités modulatrices de 1’hote. Rosowski a montré
que la protéine sécrétoire GRA15II active plus fortement NF-xB que les souches de types I et
IIT (Rosowski et al., 2011). La présence de GRA15II est suffisante pour I’activation de NF-xB
bien que des évidences suggerent que des composants de ’infection tels que 1’association a la
MVP optimiseraient ses fonctions (Lu, 2013). GRA151I induit la translocation de la sous-unité
p65 de NF-kB (Rosowski et al., 2011) via TRAF6 (TNF-Receptor Associated Factor 6), ce qui
active le complexe IKK (IkB Kinase) et entraine sa dégradation par le protéasome. GRA1S5
contient deux motifs liés aux facteurs associés au récepteur TNF (TRAF), famille de protéines
adaptatrices participant a I’activation de NF-kB. GRA15II active aussi la translocation de c-Rel
et interagit avec TRAF3, cependant son role reste inconnu a ce jour (Lu, 2013). Toutefois,
GRAI1S5I recrute et accumule Ikb-o phosphorylé a la MVP de maniere différente selon les
souches de type I (Yang et al., 2013). Elle participe avec ROP16 a la différence de sécrétion de
I’IL-12 par les souches. Les effets de GRA15 et ROP16 peuvent étre observés chez ’Homme

(Ong et al., 2011; Rosowski et al., 2011). Une étude récente a montré que la différence
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d’activation de la réponse immunitaire entre les souches est également due aux différences de
séquences et niveau d’expression de GRA15 qui peut activer le facteur de transcription pro-
inflammatoire NF-kB, et aux différences d’activation de la réponse de type I IFN (Melo et al.,

2013).

GRAZ2S5, une phosphoprotéine sécrétée dans la vacuole parasitophore par les granules denses, a
été récemment identifiée comme étant un nouveau facteur de virulence (Shastri et al., 2014).
Cette protéine influence la production des cytokines CCL2 (MCP-1) et CXCL1 dans les
macrophages infectés probablement par la voie NF-kB. Les alleles de GRA2S5 type Il et I11, tres
différents dans leur séquence et dans leur niveau d’expression endogene, sont capables de

promouvoir 1’expansion parasitaire in vivo.

D’autres protéines toxoplasmiques peuvent étre définies en tant que facteurs de virulence, étant
donné qu’elles influencent la sévérité de la maladie mais qu’elles ne sont pas essentielles a la
transmission ou a la survie du parasite (Dubremetz and Lebrun, 2012). Ainsi, les éléments
impliqués dans la motilité par glissement, I’attachement, 1’invasion et la sortie de la cellule hote
comme SAG 1 et 3, les protéines de rhoptrie du col et du bulbe ou les protéines de surface

transitoire peuvent étre considérés comme des facteurs de virulence.

Summary of genetic crosses

Genetic Cross Phenotypes examined QTLs Genes identified Targets
Ix1I Acute virulence X1 ROP3 Activates
ROP18
Binds Irga6
I = I Acute virulence VIla, VIIb, XII ROP18, ROPS IRGs
Altered host gene VIIb ROP16 STAT3/6
expression X GRAI1S NFkB
IL-12 induction
I=1II Acute virulence Vlla, la ROP18 IRGs. ATF6b
Growth V1Ia, X1, XII,
Migration Ia
Vila

Figure 5 : Résumé des croisements génétiques affectant la virulence des souches (Hunter, 2012).

En résumé, les variations génétiques entre les souches déterminent les différences de virulence,
la modulation des voies de signalisation de 1’hdte, la multiplication et la dissémination
parasitaires ainsi que la sévérité de la maladie chez les souris et vraisemblablement chez

I’ Homme (Minot et al., 2012).
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11/ La maladie : la toxoplasmose oculaire

A/ Aspects généraux (Brézin, 2003; Maenz et al., 2014; Pfaff et al., 2013)

- Une épidémiologie mondiale

La TO est la premicre étiologie infectieuse d’inflammation du segment postérieur de 1’ceil. Elle
représente entre 30 et 50% des uvéites postérieures chez les personnes immunocompétentes
dans le monde (Arevalo et al., 2010; Petersen et al., 2012) et est considérée comme la plus
importante cause de déficience visuelle dans certaines régions (Atmaca et al., 2004; De-la-Torre
et al., 2009a; Petersen et al., 2012; Roberts and McLeod, 1999). La TO, résultat d’une infection
congénitale ou acquise (post-natal), touche aussi bien les personnes immunodéprimées
qu’immunocompétentes (Gilbert and Stanford, 2000). Bien que la TO soit une infection
mondiale, de fortes disparités s’observent entre les pays. En effet, la TO est plus communément
retrouvée en Amérique du Sud, en Amérique Centrale, aux Caraibes et en Afrique Tropicale
comparée a I’Europe, I’Amérique du Nord et la Chine ou elle est assez rare (Petersen et al.,
2012). En Europe et en Amérique du Nord, la prévalence de la TO est estimée entre 2 a 3%
(Atmaca et al., 2004; Gilbert et al., 1999; Holland, 2003; Jones and Holland, 2010; Jones et al.,
2006a; Roberts and McLeod, 1999) alors qu’en Amérique du Sud elle est beaucoup plus élevée :
dans une région au Sud du Brésil elle est évaluée a 17.7% (Glasner et al., 1992; Pappas et al.,
2009; Robert-Gangneux and Dardé, 2012) et a 6% en Colombie (De-la-Torre et al., 2007).
L’incidence de la TO est quant a elle estimée a 3/100 000 en Colombie (De-la-Torre et al.,
2009a), 57/100 000 pour les personnes nées en Afrique de I’Ouest (Gilbert et al., 1995), 0.4/100
000 pour les personnes nées en Angleterre (Gilbert et al., 1995, 1999) et a 0.6/100 000 aux
Etats-Unis (Maetz et al., 1987; Smith and Ganley, 1972). L’apparition et les manifestations
cliniques de la TO semblent dépendre des facteurs génétiques de 1’hote, des facteurs
environnementaux, socio-économiques et culturels mais aussi des habitudes alimentaires et du
génotype parasitaire (De Amorim Garcia et al., 2004; Furtado et al., 2013; Holland, 2003;
Shobab et al., 2013; Wendte et al., 2011). En effet, en Amérique du Sud ou les souches
parasitaires sont beaucoup plus hétérogenes et atypiques et semblent posséder un tropisme
oculaire et neuronal, les 1ésions oculaires observées sont nettement plus fréquentes et plus
séveres (atteinte maculaire, taille des 1ésions, etc.) que ce qui est retrouvé en Amérique du Nord
et en Europe ou les lésions rétiniennes dues aux infections des souches de type II passent la

plupart du temps inapercues (Ajzenberg et al., 2002, 2009; Carme et al., 2002; Commodaro et
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al., 2009; Dodds et al., 2008; Fekkar et al., 2011; Grigg et al., 2001; Jones et al., 2006a; De-la-
Torre et al., 2009b, 2013; Petersen et al., 2012; Roberts and McLeod, 1999; Subauste et al.,
2011; Vallochi et al., 2005).

Les récurrences de la TO qui créent de nouvelles 1ésions rétiniennes, ainsi que la forte
probabilité de la perte de I’acuité visuelle incapacitant a vie les patients font de la TO une réelle
menace pour la fonction visuelle et un probleme socio-économique important pour les sociétés,
en particulier dans les pays en voie de développement (Atmaca et al., 2004; Delair et al., 2008;

De-la-Torre et al., 2009b; Roberts and McLeod, 1999).

- TO acquise

11 est désormais reconnu de tous que 1’infection acquise en post-natal est la principale forme de
TO, aussi bien en Europe qu’en Amérique du Sud, que ce soit chez le sujet sain ou le patient
immunodéprimé (Ajzenberg, 2011; Bosch-Driessen and Rothova, 1999; Delair et al., 2008;
Gilbert and Stanford, 2000; De-la-Torre et al., 2007), pouvant aller jusqu’a 85% de tous les cas
d’uvéite postérieure (Talabani et al., 2010). La TO acquise touche indépendamment les deux
sexes et présente le plus souvent des 1ésions unilatérales (Atmaca et al., 2004; Commodaro et
al., 2009; De-la-Torre et al., 2009b), plus communément retrouvées chez le sujet jeune. Au
Brésil, un tiers des infections acquises sont des atteintes maculaires (Silveira et al., 2001).

La TO peut également toucher les personnes agées et se manifeste par un tableau clinique
souvent atypique (Johnson et al., 1997; Labalette et al., 2002). Au cours d’une infection acquise,
les manifestations oculaires peuvent étre concomitantes a 1’infection ou différées, entre 2 mois
et 5 ans apres la primo-infection (Holland, 2003; Silveira et al., 2001). La principale
manifestation de la TO est la rétinochoroidite — inflammation de la rétine et de la choroide
(Bosch-Driessen and Rothova, 1999; Delair et al., 2008) — qui s’auto-cicatrise entre 2 et 4 mois

en I’absence de traitement (Gilbert et al., 1995).

- TO congénitale

La TO congénitale résulte d’une transmission verticale du toxoplasme de la mére au feetus lors
d’une primo-infection de la femme enceinte. Quelques cas de transmission lors d’une seconde
infection ont été reportés mais ils sont extrémement rares. La toxoplasmose congénitale est
reconnue comme étant une cause majeure de morbidité et de mortalité infantile méme dans les
. , P . . r ) :
pays ayant une faible séroprévalence. Les infections précoces sont responsables d’atteintes

séveres (atteintes cardiaques, cérébrales ou oculaires majeures) tandis que les infections plus
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tardives se manifestent par des signes cliniques moins importants, voire inexistants a la
naissance malgré une infection biologiquement prouvée (Brézin et al., 1994; Dunn et al., 1999;
Kodjikian et al., 2006; McAuley, 2008; Montoya and Liesenfeld, 2004; Roberts et al., 2001).
Environ 10% des rétinochoroidites sont diagnostiquées des la naissance et 90% au cours du
suivi ultérieur variant de quelques mois a plusieurs dizaines d’années selon les études (Freeman
et al., 2008; Kodjikian et al., 2006; Montoya and Liesenfeld, 2004; Sauer et al., 2011). Des
facteurs de risque liés aux lésions rétiniennes ont ét€ mis en évidence : infection maternelle
précoce, prématurité inférieure a 32 semaines d’aménorrhées, manifestations non oculaires
(calcification intracranienne et séquelles neurologiques séveres) présentes lors du diagnostic ou
a la naissance (Freeman et al., 2008; Kieffer et al., 2008; Kodjikian, 2010; Kodjikian et al.,
20006), délai de plus de 8 semaines entre la séroconversion maternelle et le début du traitement.
La rétinochoroidite est la manifestation oculaire la plus fréquente lors d’une TO congénitale
(Dunn et al., 1999; Guerina, 1994; Meenken et al., 1995a; Mets and Chhabra, 2008). L absence
de traitement lors de la grossesse ou sur une courte durée entraine des lésions rétiniennes,
généralement maculaires, pour 80% des enfants avant I’adolescence avec un pronostic visuel
qui peut étre lié au dévéloppement d’une cataracte, a un décollement de la rétine, etc. (Koppe
et al., 1986; Melamed et al., 2010; Mets and Chhabra, 2008). L’association pyriméthamine-
sulfadiazine administrée in utero et lors de la premiere année de vie permet de réduire
considérablement le pourcentage de ces l€sions (Daffos et al., 1988; Freeman et al., 2008;
Gilbert, 2009; McLeod et al., 2009; Peyron et al., 2011). Les 1ésions lors d’une TO congénitale
ne sont pas nécessairement plus séveres que les 1ésions observées lors d’une infection acquise
mais I’implication bilatérale et maculaire des Iésions est beaucoup plus fréquente et augmente
le risque de cécité (Bosch-Driessen et al., 2002a; Butler et al., 2013; Delair et al., 2008; Faucher
et al., 2012; Holland, 2004; Kodjikian et al., 2006; Mets and Chhabra, 2008; Mets et al., 1996;
Tan et al., 2007). Ceci est d’autant plus vrai pour les cas de TO congénitales d’Amérique du
Sud, ou les lésions sont plus séveres et symptomatiques, principalement a cause des souches
parasitaires atypiques (Bottds et al., 2009; Dodds et al., 2008; Gilbert et al., 2008b; Gémez-
Marin et al., 2011; Kodjikian et al., 2006; Lindsay and Dubey, 2011; McAuley, 2008; McLeod
et al., 2012; Mets and Chhabra, 2008; Sauer et al., 2011; SYROCOT (Systematic Review on
Congenital Toxoplasmosis) study group et al., 2007). En effet, une étude a montré que les
enfants brésiliens ont 5 fois plus de risques de développer des 1ésions oculaires que les enfants
européens. Les 1ésions observées en Amérique du Sud chez ces enfants sont par ailleurs

beaucoup plus larges, plus nombreuses, plus récurrentes et affectent la partie centrale de la
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rétine responsable de I’acuité visuelle (Gilbert et al., 2008b; Gomez-Marin et al., 2007; Gémez-

Marin et al., 2011; De-la-Torre et al., 2009b; Sauer et al., 2011).

- TO chez les personnes immunodéprimées

La prévalence de la TO dans cette population a risque n’est pas connue et la plupart des données
proviennent de cas reportés. En ce qui concerne les patients atteints de VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine), il semble que globalement 1% de ces personnes aurait
également des atteintes de rétinochoroitides toxoplasmiques, sauf dans certaines régions
comme a Récife ou Sao Paulo ou les taux s’élevent a 5.7% et 4.4% respectivement (Xavier et
al., 2013). Pour la grande majorité d’entre eux, lorsque des rétinochoroidites toxoplasmiques
sont observées, une implication du systeme nerveux central sera également présente. Les TO
sont considérées comme des inflammations secondaires importantes chez ces patients,
présentant généralement moins de 250 lymphocytes CD4+/mm?, avec un taux de rémission
quasi nul sans traitement. Les foyers sont souvent nécrotiques, multifocaux ou extensifs et
bilatéraux avec une inflammation marquée de la rétine, du vitré, de la chambre antérieure et de
la choroide (Cochereau-Massin et al., 1992; Cunningham and Margolis; Pivetti-Pezzi et al.,
1994; Xavier et al., 2013). Un nombre de CD4+ inférieur a 200/uL rend un patient séropositif
fortement susceptible aux réactivations (Cunningham and Margolis; Holland et al., 1988a;

Nascimento et al., 2001; Xavier et al., 2013).

- Le phénomene de récurrence

Il ne s’agit ici que de suppositions car les causes et les facteurs sont inconnus. Le postulat
consiste a supposer que les récurrences sont associées a la prolifération des parasites libérés de
kystes latents contenus dans la rétine, due au vieillissement de leur membrane. Cette rupture
périodique des kystes permettrait le maintien a long terme de I’immunité anti-toxoplasmique
(Ajioka and Soldati, 2007; Fontaine et al., 2006). Cependant, une réinfection ou une
dissémination de parasites de sites non-oculaires pourrait également étre a 1’origine des
récidives (Aspinall et al., 2003; Holland, 2003; Silveira et al., 2011). Il a ét¢ montré sur un
modele animal chez les singes que 1’origine des récurrences dépend de la présence directe de
parasites vivants et non d’antigénes immunogéniques (Holland et al., 1988b; Newman et al.,
1982; Webb et al., 1984). Les récurrences sont I’une des principales caractéristiques cliniques

de la TO. Elles sont responsables d’importantes pertes visuelles affectant considérablement la
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qualité de vie des patients, aussi bien pour les TO congénitales qu’acquises (Delair et al., 2011;
Holland, 2003; De-la-Torre et al., 2011). Les récurrences se forment en cluster de fagon satellite
ou aux bordures d’anciennes cicatrices (Bosch-Driessen et al., 2002a). Le risque de récurrence
semble étre plus fort lors des deux premieres années suivant une lésion active de
rétinochoroidite, puis la probabilité de réitération diminuerait avec ’intervalle de temps sans
maladie (de 72% tous les 10 ans sans récidive a partir du premier épisode) (Bosch-Driessen and
Rothova, 1999; Bosch-Driessen et al., 2002a; Garweg et al., 2008; Holland, 2009; Holland et
al., 2008; Hovakimyan and Cunningham, 2002; De-la-Torre et al., 2009a). Ainsi il est estimé
que 2 épisodes ont lieu tous les 11 ans en Colombie et en Europe et que I’intervalle entre les
épisodes successifs est compris entre 1 et 1.7 année pour les trois premieres récurrences en
Europe (Holland, 2009; De-la-Torre et al., 2009a). Chez les patients immunodéprimés, les
récurrences sont la regle en I’absence de traitement anti-parasitaire sur le long terme (Hodge et

al., 1998; Pivetti-Pezzi et al., 1994).

Le taux de récidive s’avere similaire pour la TO congénitale et acquise mais il serait plus
important en Amérique du Sud (Bosch-Driessen and Rothova, 1999; Bosch-Driessen et al.,
2002a; Gilbert et al., 2008b; Holland et al., 2008; De-la-Torre et al., 2009a). Toutefois il est
estimé que 100% des bébés ayant déclaré une toxoplasmose oculaire ont 100% de chance de
refaire une poussée plus tard.

Le taux global de récurrence en Europe est supérieur a 80% pour tous les patients atteints de
TO suivis pendant plus de 5 ans (Bosch-Driessen et al., 2002a; Hovakimyan and Cunningham,
2002). Les facteurs de risque mis en avant, qui peuvent également aider au développement de
l1ésions séveres, atypiques et progressives, sont les suivants (Bosch-Driessen et al., 2002b;
Commodaro et al., 2009; Fontaine et al., 2006; Friedmann and Knox, 1969; Garweg et al., 2005,
2008; Holland, 1989, 2004; Holland et al., 1988a, 1988b, 2008; Johnson et al., 1997; Jones et
al., 2006a; Labalette et al., 2002; De-la-Torre et al., 2009a; Morhun et al., 1996; Nath et al.,
2009; O’Connor, 1983): I’4ge du patient lors de 1’apparition de la TO (jeune ou supérieur a 40
ans - di au déclin des défenses immunitaires), les traumatismes (chirurgie, laser, ultrason ou
stress), les fluctuations endocriniennes (adolescence et grossesse), |I’immuno-réactivité
transitoire  cellulaire ou humorale, I’immunosuppression systémique ou locale,
I’immunodéficience acquise d’un patient chroniquement infecté, le fond génétique de 1’hote,
mais également des facteurs parasitaires tels que les souches, la croissance des kystes, la perte
d’antigene, etc. Toutefois aucun de ces facteurs n’a pu étre affirmé et justifié. Ni le genre du

patient, ni les variations saisonnieres ne semblent impacter ces phénomenes (Friedmann and
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Knox, 1969). Les traitements, 1’origine congénitale, la taille des 1ésions et le taux d’anticorps
ne semblent pas étre associés aux risques de récurrence (Bosch-Driessen et al., 2002b; Fardeau
et al., 2002; Friedmann and Knox, 1969; Holland et al., 1988a). Cependant il semblerait qu'une
thérapie anti-microbiale a faible dose sur le long terme réduirait significativement le risque de
réactivation (Silveira et al., 2002). Il apparait que plus I’intervalle entre deux épisodes est long,
plus le risque de récurrence est faible (Holland, 2003). En Amérique du Sud les traitements par
antibiotiques sont importants pour réduire les récurrences. En effet, le taux de récidive est
augmenté chez les patients présentant des 1ésions actives traitées uniquement avec des stéroides
ou ayant eu précédemment une injection sous-conjonctivale de stéroide, comparé au faible taux
de récidive obtenu avec des antibiotiques sans stéroides. Les récidives semblent donc
influencées par le statut inflammatoire et la maladie active (De-la-Torre et al., 2009a). Les
récurrences semblent étre des phénomenes multifactoriels. De nos jours, aucun traitement n’est
capable d’éradiquer le toxoplasme sous sa forme kystique latente et donc de permettre une

réduction des réactivations chez I’Homme.

- L’influence du fond génétique de I’hote

L’évolution de la TO semble dépendre de nombreux facteurs tels que la réponse immunitaire
de I’hote, les facteurs environnementaux qui peuvent influencer les interactions hote-parasite
et le génotype parasitaire comme vu précédemment. L’infection par une souche de toxoplasme
donnée n’a pas les mémes effets sur ses différents hotes (Homme/souris/rat, etc.), ce qui suggere
que les facteurs dépendant de I’hdte jouent une part importante dans la sévérité et la
susceptibilité futures de la maladie. Chez les patients immunodéprimés, les facteurs de 1’hote
sont plus importants étant donné que la sévérité de la TO peut étre causée par n’importe quel
type de parasite (Holland, 2004), contrairement aux personnes immunocompétentes chez qui la
souche parasitaire infectante joue un role prédominant sur les caractéristiques de la maladie
oculaire. En effet, la TO sera plus sévere chez ces personnes si elles sont infectées par une

souche de type I comparé a une souche de type 11

=> Facteurs génétiques de 1’hote : les études ont été principalement réalisées sur des
patients d’Amérique du Sud ou la maladie est plus fréquente.
La susceptibilité¢ et I’évolution clinique de la TO dépendent fortement du systéme
immunitaire. Il a ainsi été montré que 5 genes du locus MHC sont responsables d’une
infection létale au toxoplasme (McLeod et al., 1995). L’allele HLA-DQ3 est associé,

lors d’une toxoplasmose congénitale avec hydrocéphalie et lors d’une toxoplasmose

21



encéphalique chez des patients sidéens, a une capacité moindre a montrer une réponse
immunitaire protectrice, causant ainsi des maladies plus séveres (Mack et al., 1999). Le
risque d’implication oculaire sévere, avec 1ésions maculaires et bilatérales, est augmenté
en présence de I’antigene HLA-Bw62 (Meenken et al., 1995b). Les TO séveres
congénitales pourraient étre associées a cet antigene. La susceptibilité a la TO a été
¢galement associée a 1’haplotype HLA-B35 chez les patients sidéens brésiliens
(Demarco et al.,, 2012). Les polymorphismes des genes ABCA4 (transporteur de
cassette liant ’ATP), COL2A1 (collagene de type II) et P2X(7) (récepteur purinergique
qui participe a I’activation de I’inflammasome) sont associés a un fort risque de TO
séveres (Jamieson et al., 2008, 2009, 2010), tout comme le gene du Toll Like Receptor
9 qui est lié aux rétinochoroidites toxoplasmiques (Peixoto-Rangel et al., 2009).
D’autres polymorphismes de genes ont été découverts, notamment pour les genes de
cytokines. Ainsi, les individus homozygotes pour ’allele A [+874T/A] de I'IFN-y
possedent un plus fort risque de TO (Albuquerque et al., 2009; Neves Ede et al., 2012).
Les polymorphismes des genes de I’IL-10 et de I’IL-6 semblent quant a eux étre associés
a ’apparition de la TO mais pas aux récurrences (Cordeiro et al., 2008a, 2013). Par
contre, le polymorphisme du gene de I’IL-1 a été associé aux récurrences mais pas a la
fréquence globale des TO (Cordeiro et al., 2008b). L’augmentation de la production de
I’IL-17A chez les patients atteints de TO, probablement influencée par Nucleotide-
binding Oligomerization Domain containing 2 (NOD2), pourrait contribuer également
au développement de la TO (Dutra et al., 2013; Lahmar et al., 2009; Sauer et al., 2012).
Ceci démontre bien I’importance des facteurs immunitaires dans le développement de

la TO humaine.

L’age du patient : I’4ge moyen du premier épisode symptomatique en Europe se situe
entre 25 et 31 ans (Bosch-Driessen et al., 2002a; Friedmann and Knox, 1969; Gilbert et
al., 1999) alors qu’en Amérique du Sud 1’age moyen est trouvé chez les jeunes adultes
(Glasner et al, 1992 ; Silveira et al, 1988, 2001 ;Smith and Cunningham, 2002). Les
sujets jeunes sont considérés comme les personnes les plus a risque. Ainsi il a été
remarqué que les individus avec une rétinochoroidite toxoplasmique primaire sans
cicatrice préexistante sont plus vieux que les individus qui ont des récurrences de TO

(Bosch-Driessen et al., 2002a; Garweg et al., 2008; Ronday et al., 1995).
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= Le statut immunitaire du patient : le rdle essentiel de la réponse immunitaire est
parfaitement mis en valeur chez les patients immunodéprimés qui possedent un taux de
lymphocytes CD4+ inférieur a 200 cellules/mm3. Cet état autorise le parasite a
proliférer, ce qui entraine des TO séveres et atypiques (Holland et al., 1988a). Chez les
personnes agées, les TO séveres ont été attribuées a 1’altération de I’immunité de 1’hote.
En effet, le systtme immunitaire s’affaiblit avec les années, cela entraine des
changements complexes dans les mécanismes innés et adaptatifs et augmente ainsi la
prévalence et la sévérité de plusieurs infections chez les personnes agées (Solana et al.,

2012).

=> Les autres facteurs : une pléthore d’autres facteurs peuvent influencer la susceptibilité
et la sévérité de la TO. Dans les expérimentations animales, ces dernieres ont été
affectées a la dose de I’inoculum, a la voie d’infection et au stade parasitaire - les

oocystes étant plus virulents que les kystes du méme isolat (Dubey, 2002; Flegr, 2013).

- Les aspects cliniques

La présentation clinique la plus fréquemment décrite d’une TO dite typique est la
rétinochoroidite nécrosante située au pole postérieur de 1’ceil, associée a une inflammation du
vitré et de la choroide. Son aspect, facilement reconnaissable sur un fond d’ceil, se définit par
une tache d’aspect crémeux a bords flous qui est généralement associée a un foyer atrophique
cicatriciel hyperpigmenté d’une précédente lésion (Butler et al., 2013; Holland, 2000, 2004;
Nussenblatt, 2004). Entre 70 et 80% des patients venus consulter pour un probléme de vision
posseédent ce type d’association (Bosch-Driessen et al., 2002a, 2002b; Gilbert et al., 1999; De-
la-Torre et al., 2009a). Le pronostic de la TO est 1ié a la localisation des 1ésions. Une atteinte
maculaire est considérée comme une TO sévere due a I’engagement de ’acuité visuelle, tandis
qu’une atteinte de la rétine périphérique est dite favorable (Bosch-Driessen et al., 2002a; Gilbert
et al., 1999; De-la-Torre et al., 2009b). Aucune différence n’est remarquée dans la distribution
de la maladie d’apres le genre ou I’age de la présentation (Bosch-Driessen et al., 2002a; Gilbert

et al., 1999; De-la-Torre et al., 2009b).
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A B

Figure 6 : A : Rétinochoroidite toxoplasmique active (Gross, 2012) ; B : Récurrence d’une TO : fleche jaune
cicatrice, fleche noire lésion active.

http://www.retinareference.com [online]. (2014). Available from:
<http://www.retinareference.com/diseases/28ac5dd661fb3950/images/8abfd98f53/>. [Accessed 29 September
2014].

Le tableau clinique typique est caractéris¢ par une période d’inflammation intraoculaire active
puis une résolution spontanée centripéte de [I’inflammation chez les personnes
immunocompétentes d’environ 2 mois suivant la taille de la lésion initiale. Les 1ésions sont la
conséquence de la lyse des cellules médiée par le parasite, de 1’hypersensibilité et de
I’inflammation aggravée (Garweg and Candolfi, 2009). 1l est tres difficile de distinguer en
clinique une TO acquise d’une congénitale et ce méme apres un bilan exhaustif. Dans environ
50% des cas, l’origine ne sera pas déterminée et les pathologies liées a ces TO seront
considérées comme idiopathiques.

La TO est généralement asymptomatique, en particulier lorsque les 1ésions rétiniennes sont
périphériques. Quelques symptomes peuvent cependant étre associés tels que 1’apparition de
flotteurs, un flou visuel, une photophobie, une rougeur voire une douleur oculaires (Bosch-
Driessen et al., 2002a; Gilbert et al., 1999; Holland, 2004; De-la-Torre et al., 2009b;
Nussenblatt, 2004; Rothova, 2003).

Les complications et/ou présentations atypiques de la TO peuvent €tre : une neurorétinite, une
néovascularisation choroidale et rétinienne, des implications du segment antérieur telles
que I’uvéite antérieure, des cataractes, des décollements de la rétine, une névrite rétrobulbaire,
des bandes fibreuses, une augmentation de la pression intraoculaire, un glaucome, un strabisme,
etc. (Atmaca et al., 2004; Bornand and de Gottrau, 1997; Bosch-Driessen et al., 2002b; Butler
et al., 2013; Commodaro et al., 2009; Gilbert et al., 1999; De-la-Torre et al., 2009b; Rothova,
2003; Vasconcelos-Santos, 2012).

L’hypothese avancée pour expliquer ces différences cliniques observées via les TO séveres

s’appuie sur I’idée d’une mauvaise adaptation de I’Homme aux souches zoonotiques
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néotropicales (Carme et al., 2009). Compte tenu de la mondialisation qui s’exprime par le
développement des voyages individuels intercontinentaux et les nombreux échanges

commerciaux, la propagation de ces souches atypiques concerne tous les pays.

- Le diagnostic

Le diagnostic biologique de la TO permet d’obtenir une confirmation de 1’infection via des
techniques de laboratoire quel que soit le mode de contamination et tout particulierement lors
d’une présentation atypique de la maladie qui ne peut étre établie cliniquement par un fond
d’ceil (Bornand and de Gottrau, 1997; Bosch-Driessen et al., 2002a; Commodaro et al., 2009;
Fekkar et al., 2008; Holland, 2004; Labalette et al., 2002; Smith and Cunningham, 2002;
Vasconcelos-Santos, 2012). Ces techniques permettent également de différencier des uvéites
non-toxoplasmiques ayant parfois les mémes présentations cliniques que la TO.
Le diagnostic biologique repose essentiellement sur la mise en évidence du parasite dans les
fluides oculaires ainsi que de la production intraoculaire d’anticorps anti-toxoplasme dans I’HA
(Commodaro et al., 2009; Errera et al., 2009; Fekkar et al., 2008; Villard et al., 2003).
= La PCR quantitative en temps réel permet de détecter les parasites dans les fluides
oculaires (humeurs aqueuse ou vitrée) lors d’une primo et/ou réinfection et de confirmer
le diagnostic de 1la maladie. Cependant, la négativité du résultat ne permet pas d’exclure
une TO pour autant.
=>» La mise en exergue de la production d’anticorps spécifiquement intraoculaires peut étre
réalisée de différentes manieres en comparant les profils immunitaires du sérum et de
I’HA. Ces techniques permettent aussi de vérifier ’intégrité de la barriere hémato-
rétinienne.
= La production locale d’anticorps spécifique est déterminée également par le coefficient
de Witmer-Desmonts (CWD) qui compare les titres d’anticorps spécifiques de I’'HA et
du sérum. Lorsque ce rapport est supérieur a 3, la synthése locale d’anticorps est
prouvée. Une variante de cette méthode employant une ELISA anti-IgG détermine les
titres d’anticorps IgG anti-toxoplasme présents dans I’HA et le sérum puis les compare
aux titres d’IgG spécifiques des oreillons (présents chez presque toutes les personnes
francaises du fait du programme de vaccination national). Cette technique employée
dans notre laboratoire calcule un index ([anticorps anti-Toxoplasma sériques]/[anticorps
anti-Toxoplasma oculaires]) qui, s’il est inférieur a 2, est considéré comme positif,

faisant suspecter une TO.
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La derniere technique utilisée est I’immunoblot. Les anticorps présents dans I’HA
reconnaissent généralement des antigenes toxoplasmiques différents de ceux reconnus
par les anticorps sériques, ce qui sera visualisé par des bandes supplémentaires lors de
la comparaison des profils immunologiques. Si les antigenes reconnus sont les mémes,
dans ce cas-1a, les bandes observées seront alors plus épaisses. Cette technique s’avere
tres utile en cas de rupture de la barriere hémato-rétinienne.

La détection d’IgA spécifique par ELISA peut également confirmer le diagnostic pour
une TO acquise ou récurrente (Garweg et al., 2000, 2004).

Une analyse du sang périphérique peut étre réalisée afin de déterminer le statut
immunologique du patient vis-a-vis de la toxoplasmose. Les anticorps IgG sont
détectables deux semaines apres I’infection et restent décelables pendant toute la vie du
patient. Cependant, un résultat positif n’est pas une confirmation de TO (Talabani et al.,
2009; Villard et al., 2003). En I’absence d’IgG spécifiques, le diagnostic de TO est
écarté, les cas de faux-négatifs étant extrémement rares (Bidgoli et al., 2011).

La combinaison des trois techniques (PCR quantitative, CWD et immunoblot) atteint
une sensibilité de 85% (Fekkar et al., 2008; Garweg et al., 2011; Talabani et al., 2009;
Villard et al., 2003).

- Les traitements

Depuis plus de 50 ans, aucune grande avancée n’a été faite dans ce domaine, ni méme de réel
consensus sur ce qu’il faut appliquer. De plus, les traitements sont assez controversés du fait
des faibles preuves de leur efficacité et du caractere auto-limitant de I’inflammation chez les
personnes immunocompétentes (Commodaro et al., 2009; Gilbert et al., 2002; Holland and
Lewis, 2002; De-la-Torre et al., 2011). La localisation des 1ésions est donc un élément
déterminant dans la décision thérapeutique (Engstrom et al., 1991; Montoya and Liesenfeld,
2004; Sobrin et al., 2007). Le traitement est cependant obligatoire lors d’une grossesse, pour
des patients immunodéprimés, ou lors de TO congénitale détectée chez I’enfant (Couvreur et
al., 1993; Gilbert et al., 2008b; Holland, 2004; Kieffer et al., 2008; Kodjikian et al., 2006).

La prise de traitement semble malgré tout restreindre la durée de I’infection parasitaire active,
limitant de facto les atteintes des tissus environnants et permettant une cicatrisation plus rapide.
Le traitement classique repose sur ’association de la sulfadiazine et de la pyriméthamine - deux
médicaments anti-parasitaires agissant sur la réplication des tachyzoites - avec des

corticostéroides qui limitent I’inflammation et réduisent ainsi les futurs dégats rétiniens (Bosch-
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Driessen et al., 2002c; Garweg et al., 1998; Holland, 2004; Rothova, 2003; Rothova and
Kijlstra, 1989; Rothova et al., 1993). Ces deux médicaments ne doivent en aucun cas étre
prescrits seuls car ils seraient responsables de destructions tissulaires séveres et de larges 1ésions
(Garweg and Stanford, 2013; O’Connor and Frenkel, 1976). Il existe bien stir des molécules et
des voies thérapeutiques alternatives comme 1’azithromycine, 1’atovaquone, la prednisolone
orale associée a la triméthoprime-sulfaméthoxazole ou [I’injection intra-vitéenne de
clindamycine et de dexamethasone pour les patients intolérants ou présentant des contre-
indications pour les médicaments oraux (Benzina et al., 2005; Gilbert et al., 2002; Holland,
2004; De-la-Torre et al., 2011; Nussenblatt, 2004; Pearson et al., 1999; Rothova et al., 1998;
Soheilian et al., 2005).

Les traitements doivent étre conseillés et adaptés au pays d’origine de I’infection. En effet, les
souches parasitaires et les 1ésions étant plus séveres en Amérique du Sud, les traitements ne
seront pas les mémes que ceux donnés en Europe (De-la-Torre et al., 2009b). Il a été ainsi
constaté qu’en Amérique du Sud, I’utilisation de stéroides systémiques sans antibiotiques ou
I’injection subconjonctivale de stéroides ont été liées a un fort indice de récurrence (De-la-
Torre et al., 2009a).

A T’heure actuelle, le probléme majeur lors d’une TO réside dans 1’absence de traitements
agissant sur la forme latente du parasite, le kyste, ce qui limiterait les risques de récurrence.
Le traitement idéal devrait étre parasiticide avec une efficacité sur les tachyzoites et les
bradyzoites, capable de pénétrer la membrane kystique et assurer une biodisponibilité suffisante
dans les yeux, ce qui permettrait de réduire la taille finale des cicatrices. Il devrait étre bien
toléré, sans effets secondaires, avec un raccourcissement du délai de retour a un ceil non

inflammatoire (Garweg and Stanford, 2013; Holland et al., 2008; Nussenblatt, 2004).
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B/ (Eil et TO d’un point de vue moléculaire

1) Anatomie de I’eeil (Jeanny, 2010; Santallier and Péchereau, 2008)

L’ceil ou globe oculaire est I’organe de la vision. Il permet a un étre vivant de capter la lumiére
qui sera ensuite analysée et lui permettra d’interagir avec son environnement. L’ceil se situe

dans la cavité orbitaire et est relié au cerveau par le nerf optique.

L’ceil est composé de trois tuniques :

Sclérotique

Tunique fibreuse

Cornée

Aqueuse

L
\

Nerf optique
Iris

Corps ciliaires 2l J
(p\V\ChOﬂ;’fde Corps Vitré

Tunique uvéale

Figure 7 : Structure anatomique de [’ ceil.

http://olsco.free.fr/ [online]. (2014). Available from: <http://olsco.free.fr/>. [Accessed 29 September 2014].

- La tunique externe ou fibreuse (collagéne), formée de la sclérotique opaque en
arriere et de la cornée transparente en avant. Cette membrane fibreuse et résistante
entoure I’ceil et assure sa protection. La sclérotique, le « blanc de 1’ceil », permet de
contenir la pression interne de I’ceil et de le protéger contre des agressions mécaniques.
Elle représente 80% de la surface postérieure du globe oculaire. Elle est traversée en

arriere, apres la lame criblée, par le nerf optique et dans sa globalité par un grand nombre
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de petits canaux (arteres, veines et nerfs). La cornée constitue la lentille principale du
systeme optique oculaire. Elle possede deux propriétés essentielles : la transparence et
une forme sphérique. La cornée qui est un épithélium pluristratifié composé de cinq
couches de cellules est tres innervée et avasculaire. Elle contient 78% d’eau et est nourrie
en continu par I’humeur aqueuse et les glandes lacrymales. La fronti¢re entre la

sclérotique et la cornée s’appelle le limbe ;

- La tunique uvéale ou uvée est composée de I’iris, du corps ciliaire et de la
choroide. L’iris est une membrane circulaire et contractile qui donne sa couleur a 1’ceil
grace au pigment (mélanine) en fonction de sa concentration et de sa localisation. Le
role de I’iris est de régler la dilatation de la pupille afin de conduire les rayons lumineux
vers la rétine. La mobilité de ce « diaphragme de I’ceil » est régie grace a deux muscles :
le dilatateur et le sphincter. L’iris se regle automatiquement suivant la quantité de
lumiére regue. La nutrition de I’iris est assurée par I’humeur aqueuse et quelques
artérioles.

Le corps ciliaire est représenté par un épaississement de I'uvée situé en couronne derriere
l'iris. Il contient un réseau de muscles qui maintiennent le cristallin et qui permettent de
modifier sa courbure afin de rendre la vision nette. Le corps ciliaire sécréte 1’humeur
aqueuse.

La choroide est une membrane vascularisée qui assure la nutrition de la rétine et de I’iris
en apportant I’oxygene et les nutriments nécessaires aux cellules. Elle est située entre la
sclere et la rétine. La membrane de Bruch, située en arriere de I’épithélium pigmentaire
rétinien (RPE), fait le lien entre les choriocapillaires et la rétine externe. La choroide,
membrane nourriciere de D’ceil, posséde 4 a 5 couches pigmentées (dues aux
mélanocytes) qui maintiennent 1’intérieur de I’ceil en « chambre noire ». Elle est

également fortement innervée ;

- La tunique nerveuse se compose de la rétine et constitue le feuillet interne de
I’ceil. La rétine est un tissu sensoriel qui transforme le flux lumineux en influx nerveux.
La macula et la papille sont deux zones particulieres de la rétine.

La macula ou «tiche jaune » présente chez les primates, est une zone de la rétine
postérieure dotée d’une grande richesse en cones. Cette zone macroscopiquement visible
au fond d’ceil présente un amincissement de son épaisseur di a la raréfaction ou a la

disparition de certaines couches de cellules rétiniennes. Les rongeurs utilisés dans les
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modeles expérimentaux ne possedent pas de macula. La macula possede en son centre la
fovéa, zone d’acuité maximale, c'est-a-dire la zone ou la vision est la plus précise en
¢éclairage diurne. La fovéa est la zone la plus mince et la plus riche en cones ainsi qu’en
pigments maculaires (lutéine et zéaxanthine). La fovéa se compose de la fovéola et du
clivus. Chez I’Homme, le diametre fovéolaire dépourvu de batonnets mesure environ

570um et contient 35000 cones (Jeanny, 2010).

Figure 8 : Localisation de la papille et de la macula.

(google : http://www.fmp-usmba.ac.ma/umvf/UM VFmiroir/campus-numeriques/campus-

ophtalmologie/enseignement/ophtalmo1/site/html/2_5.html)

La papille optique, ou « point aveugle » car dépourvue de cellules photoréceptrices,
correspond au regroupement des fibres nerveuses issues des cellules ganglionnaires qui
formeront ensuite le nerf optique. Au niveau de la papille arrive également le réseau

artériel et veineux de la rétine.

Ces trois tuniques enferment des milieux transparents indispensables a la vision :

- L’humeur aqueuse est située entre la face postérieure de la cornée en avant et le cristallin
en arriere. Ce liquide transparent est continuellement renouvelé (toutes les 2 a 3h) et est
sécrété par les corps ciliaires. L’humeur aqueuse a pour rdles de nourrir I’endothélium
cornéen et I’iris, de réparer le stroma, de réguler la pression intraoculaire et de maintenir
la forme de I’ceil. La pression normale de I’ceil pour des sujets de moins de 40 ans est de
13 a 19 mm de mercure. L’humeur aqueuse passe de la chambre postérieure (entre 1’iris
et le cristallin) a la chambre antérieure de 1’ceil (entre la cornée et I’iris) a travers la
pupille. Dans la chambre antérieure, elle est éliminée au niveau du trabéculum (dans

I'angle irido-cornéen) ot elle passe dans le canal de Schlemm.
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Figure 9 : Flux d’humeur aqueuse dans et a travers la chambre antérieure (en rouge) (Santallier, 2008).

L'humeur aqueuse est composée a 99.6% d'eau, mais aussi de vitamine C, de glucose,
d'acide lactique, de sodium et de chlore. Elle est pauvre en protéines ainsi qu’en acides
aminés et est totalement dépourvue d’éléments figurés du sang.

Lors d’une inflammation des vaisseaux, ceci entraine un passage des protéines dans

I’humeur aqueuse di a la rupture de la barrieére hémato-aqueuse. C’est I’effet Tyndall.

Le cristallin est une lentille biconvexe, transparente et flexible qui sépare 1’iris du vitré.
Il est attaché aux corps ciliaires et maintenu dans le globe oculaire grace a un ensemble
de fibres liées aux corps ciliaires appelé « zonule de Zinn ». La courbure du cristallin
varie grace a I’action des muscles ciliaires, ce qui permet d’assurer la netteté des images
pour des distances différentes de vision. Cette propriété du cristallin s’appelle
I’accommodation. Lorsque le cristallin s’opacifie, cela entraine une cataracte. Chez les

rongeurs, le cristallin occupe une grande partie du globe oculaire.

Le corps vitré ou hyalin, situé en arriere du cristallin, est avasculaire et remplit 90% de
la cavité oculaire. C’est une substance gélatineuse semi-transparente essentiellement
composée d’eau et de collagéne. Ce tissu conjonctif permet de maintenir la rétine contre
le globe oculaire, de préserver la pression intraoculaire et d'absorber les pressions
auxquelles il est soumis sans altérer la fonction de I'eeil. Le corps vitré est constitué de
fibres collagenes, d’acide hyaluronique et de glycosaminoglycanes (chondroitine sulfate
et héparane sulfate). Les fibroblastes et les hyalocytes sont les deux populations
cellulaires présentes au niveau du cortex vitréen. Les cellules hyalocytes synthétisent le
collagene et I’acide hyaluronique. Elles possédent également un pouvoir phagocytaire.

Le vitré est entouré d’une membrane hyaloide.
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Lors d’une toxoplasmose oculaire, le parasite se niche dans la rétine, c¢’est pourquoi nous nous

apesantirons un peu plus sur ce feuillet dans les prochaines lignes.

Deux systemes vasculaires différents, sans connexions anatomiques en conditions

physiologiques, vascularisent la rétine (Jeanny, 2010; Santallier and Péchereau, 2008):

- le systeme vasculaire rétinien assure la vascularisation directe des couches internes de
la rétine. L artére centrale de la rétine dérive de la carotide interne et pénétre a la face inférieure
du nerf optique pour se diviser en quatre branches terminales au niveau de la papille. Ces
dernieres se subdiviseront en collatérales, qui elles-mémes se diviseront afin de former un
réseau en grillage couvrant pour chaque artere une partie de la rétine interne, a I’exception de
la région centrale de la macula. Les arteres et les veines sont localisées dans la couche des fibres
nerveuses. Les capillaires continus rétiniens, formés de cellules endothéliales a jonctions
serrées, sont entourés de péricytes et de cellules microgliales ;

- le systeme choroidien assure la vascularisation de la rétine externe, notamment les
cellules photoréceptrices exemptes de capillaires, en apportant des nutriments et de 1’oxygene
de maniere indirecte par I’intermédiaire de la membrane de Bruch. La choroide comporte trois
types de vaisseaux : les capillaires, les moyens et les gros vaisseaux. Les branches de 1’artere
ophtalmique assurent la vascularisation de la choroide et de la macula. Ce réseau capillaire joue
un role fondamental dans la vascularisation fovéolaire. Ces capillaires comportent de larges
fenestrations dépendantes du VEGF ainsi qu’une couche de cellules endothéliales sans
jonctions serrées.

Les yeux des rongeurs posseédent une vascularisation proche de celle de ’Homme, avec un
réseau rétinien doté d’une barriere hématorétinienne et un réseau choriocapillaire nourrissant la

rétine externe via les cellules de I’épithélium pigmentaire.

Concernant les cellules de la rétine (Caputo et al., 2011; Cuenca, 2008; Jeanny, 2010;
Santallier and Péchereau, 2008): la rétine est la tunique nerveuse de I’ceil, elle est formée d’un
neuroépithélium ou rétine sensorielle étroitement associée a un épithélium pigmentaire. La
fonction principale de la rétine est la phototransduction du signal lumineux en influx nerveux
au systéme nerveux central, via le nerf optique. Classiquement, 10 couches histologiques sont
décrites pour la rétine humaine :

- les cellules RPE ;

- les segments externes et internes des photorécepteurs ;
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la membrane limitante externe, lieu de connexion entre des cellules gliales de Miiller et
les segments internes des photorécepteurs et des photorécepteurs entre eux par des
jonctions adhérentes et serrées ;

les noyaux des photorécepteurs ou couche nucléaire externe ;

la couche plexiforme externe formée entre les cellules bipolaires et les photorécepteurs
ainsi qu’avec les cellules horizontales ;

les noyaux des cellules bipolaires, horizontales, amacrines, des cellules gliales de Miiller
ou couche nucléaire interne ;

la couche plexiforme interne composée des dendrites des cellules ganglionnaires et des
axones des cellules bipolaires ;

la couche des cellules ganglionnaires pouvant contenir des cellules amacrines déplacées ;
la couche des fibres nerveuses, constituée des axones des cellules ganglionnaires et de
vaisseaux ;

la membrane limitante interne composée des pieds internes des cellules de Miiller.
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Figure 10 : Structure histologique de la rétine humaine (Santallier, 2008).

L’épithélium pigmentaire rétinien (RPE) constitue la barriere hémato-rétinienne formée
d’une monocouche de cellules épithéliales pigmentées liées entre elles par des jonctions serrées.
Quatre grands roles lui sont assignés : une fonction d’écran, d’échange, de métabolisme de la
vitamine A et de phagocytose des articles externes des photorécepteurs. Cette barriere
mécanique est le siege de nombreuses activités métaboliques telles que la synthese et le
stockage de facteurs destinés a protéger la neurorétine (Jeanny, 2010). Il s’agit de facteurs anti-
oxydants et de nombreux facteurs de croissance comme celui de 1’endothélium vasculaire
(VEGF), des fibroblastes (FGF), de I’insulin-like growth factor-I (IGF-I), platelet-derived
growth factor (PDGF), la famille des interleukines et le transforming growth factor f (TGF-f).

Elle contient également des pigments, la lipofuchsine et la mélanine dont la fonction est
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d’absorber ’exces de photons libres. Les RPE interagissent avec les photorécepteurs et sont
impliqués dans le cycle visuel de la rétine, connu sous le nom de cycle de la vitamine A
(Cuenca, 2008). En effet, 1a rhodopsine est composée du rétinal 11-cis, une forme de la vitamine
A qui est liée a I’opsine au niveau des segments externes des photorécepteurs. Lorsque le rétinal
11-cis absorbe un photon, il devient par isomérisation rétinal all-trans et se dissocie de 1’opsine.
Cette réaction chimique qui active la rhodopsine est a I’origine de I'influx nerveux par
phototransduction. Le retinal all-trans est converti en all-trans retinol puis transporté dans les
RPE ou il sera stocké. Il sera de nouveau converti en cis-11 retinal pour retourner dans les
photorécepteurs afin de se lier a I’opsine et ainsi former la rhodopsine, composante clé de

I’adaptation lumineuse.
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Figure 11 : Métabolisme de la vitamine A.

http://www.si.mahidol.ac.th/ [online]. (2014). Available from:
<http://www.si.mahidol.ac.th/th/department/Biochemistry/webboard/dept_wbdetail.asp?wq_id=252>. [Accessed
29 September 2014].

Grace aux zonulae occludentes et adhérentes présentes sur leurs faces latérales, les RPE
empéchent le passage passif des macromolécules entre la choroide et les photorécepteurs.

Les RPE permettent également le transport de nutriments et de métabolites entre la choroide et
les photorécepteurs : 1’eau, Na+, Cl-, HCO3-, K+, acide lactique, glucose, acides aminés,
fluorescéine et acide gamma amino-butyrique entre autres (Rigaudiere, 2010; Strauss, 2009).
IIs jouent un r6le important dans la rétine externe en produisant et en sécrétant de multiples
cytokines immunorégulatrices qui contribuent au privileége immunitaire, comme la molécule
costimulatrice Programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1/B7-H1) (Ke et al., 2010; Sugita et al.,
2009a), TGF-4, IL6, IL-8 et IL-15 (Hollborn et al., 2000). De plus, les cellules RPE possedent
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d’autres propriétés immunosuppressives exprimées via I’inhibiteur L cathepsine Cytotoxique
T-Lymphocyte Antigen-2a (CTLA-2a) qui induit les cellules Treg et favorise ’activité TGF-
[ ; la thrombospondine-1, dont le rdle est de convertir de fagcon non-enzymatique le TGF-f
latent en forme active, est également un facteur de contréle important pour la régulation
dépendante des yeux des cellules T lors du privilege immunitaire oculaire (Futagami et al.,
2007). Le pigment epithelial derived factor (PEDF) et la somatostatine sont également des
facteurs immunosuppresseurs de I’immunité innée produits par les cellules RPE (Zamiri et al.,
2006). Le PEDF est considéré comme un facteur neuroprotecteur vis-a-vis de 1’apoptose induite
par le glutamate ou par hypoxie (Strauss, 2005). Les RPE suppriment ainsi 1’activation des
cellules CD4+ et CD8+. Les RPE expriment a leur surface des molécules telles que le CD95
(Fas Ligand) qui contrdlent I’entrée des cellules lymphoides exprimant Fas (Sugita, 2009).

Les cellules RPE et les photoréceptrices possedent un développement interdépendant. En effet,
les cellules RPE produisent des facteurs qui permettent la survie des photorécepteurs et assurent
une base structurale pour une circulation et un apport en nutriments optimaux. De plus, les
photorécepteurs sont exposés a un fort niveau de lumiere, ce qui conduit a une accumulation de
protéines et de lipides photo-endommagés. Afin de maintenir I’excitabilité des photorécepteurs,
leur partie externe est en permanence renouvelée par phagocytose grace a I’épithélium
pigmentaire rétinien et par syntheése des photorécepteurs eux-mémes. Il existe un contact intime
entre les RPE et les segments externes des photorécepteurs : 30 a 45 contacts pour un RPE. Le
renouvellement des segments commence a la base du segment externe et s’étend jusqu’au cil
(Rothermel and Layer, 2001; Strauss, 2011). Une longueur constante du photorécepteur est

gardée grace a I’excrétion et a la formation constante de la pointe du segment externe.

La rétine neurale est organisée en couches de noyaux de cellules alternant avec des couches
de synapses et de prolongements des cellules gliales. Elle se compose de six types de cellules
neuronales et de trois types de cellules gliales. La neurorétine est un tissu d’origine

neuroectodermique dérivé du diencéphale.

Les cellules neuronales :
a) Les cellules photoréceptrices
Les cellules photoréceptrices se divisent chez les vertébrés en deux
catégories distinctes : les batonnets et les cones. Chez les mammiferes, il existe un seul
type de batonnet (rhodopsine) et 3 types de cOnes spécifiques (opsines verte : M, rouge :

L et bleue: S). Les photorécepteurs sont les seuls neurones capables de
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phototransduction, c’est-a-dire de transformer [’énergie lumineuse en <énergie
électrique. Ce sont des cellules treés polarisées constituées d’un segment externe reli¢ a

un segment interne par un cil connecteur.

Cil

— Segment externe

S

A Batonnet - Cone

Figure 12 : Structure des cellules photoréceptrices : batonnet-cone (Santallier, 2008).

- Les batonnets représentent 90% des cellules photoréceptrices chez les principales
especes diurnes. Ils permettent la détection du mouvement et sont responsables de
la vision périphérique et scotopique (vision nocturne). Ces fonctions sont possibles
grace au pigment protéique photosensible - la rhodopsine - présent dans les segments
externes du batonnet. Les batonnets possedent une forte sensibilité a la lumiere. En
effet, 1 seul photon est capable d’exciter un batonnet.

- Les cones constituent 10 a 20% des cellules photoréceptrices. Leurs noyaux sont
plus gros (6 a 7um) que ceux des batonnets (5,5um) et ils possedent moins
d’hétérochromatine. Les cones permettent la vision photopique (vision diurne) ainsi
que la vision des couleurs. Les pigments protéiques qui les composent sont le
cyanolabe, le chlorolabe et I’érythrolabe présents dans les segments externes

(Jeanny, 2010).
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b)

c)

Les marqueurs moléculaires couramment utilisés afin de mettre en évidence les
photorécepteurs sont la rhodopsine (Rho4D2) pour les batonnets, 1’opsine

bleue/rouge/verte pour les cones et la visinine (Dissociated Retinal Cell Scoring) .

Les cellules horizontales

Elles se situent dans la région externe de la couche nucléaire interne. Elles ont pour
fonction d’améliorer les bords de la vision (traitement de contraste) et de moduler le
message nerveux transmis par la voie « directe » (Cuenca, 2008; Jeanny, 2010). Les
cellules horizontales ajustent la vision dans les conditions d’obscurité et de lumiére
brillante. Plusieurs classes de cellules horizontales existent : les cellules de type I (H1)
relient des cOnes a un batonnet et les cellules de type II (H2) qui permettent de relier les
cones (rouges, verts et bleus) a un cone bleu.

Les marqueurs moléculaires sont le facteur de transcription Lim1 qui indique la position
laminaire des cellules horizontales dans la rétine, VC1.1 qui reconnait les carbohydrates
N-liés, HPC-1 ou synthaxine 1 qui réagit avec la synthaxine, protéine d’ancrage des
vésicules synaptiques, calbindine protéine de liaison au calcium (Dissociated Retinal

Cell Scoring).

Les cellules bipolaires

L’origine de leur nom provient de leur articulation entre les cellules photoréceptrices et
ganglionnaires. Ce sont des interneurones. Les synapses dendritiques des cellules
bipolaires sont connectées aux photorécepteurs dans la couche plexiforme externe ainsi
qu’aux cellules horizontales, tandis que leurs axones sont liés au niveau de la couche
plexiforme interne aux cellules ganglionnaires et amacrines. Une cellule bipolaire
permet de passer le message nerveux de plusieurs cellules photoréceptrices a une cellule
ganglionnaire. Les noyaux des cellules bipolaires sont situés dans la couche nucléaire
interne. Les cellules bipolaires constituent la voie «directe » de transmission du
message nerveux au cerveau (Jeanny, 2010). Elles peuvent €tre classées en deux
catégories suivant leur facon de répondre a la libération du glutamate par les
photorécepteurs. Lorsque la lumiere atteint les photorécepteurs, ces derniers
s’hyperpolarisent et libérent moins de glutamate. Les cellules bipolaires ON répondent
a ce changement en se dépolarisant tandis que les cellules OFF s’hyperpolarisent
(Caputo et al., 2011; Cuenca, 2008). Ainsi, les batonnets ne sont connectés qu’a un seul

type de cellules bipolaires : les ON dépolarisantes, alors que les cones peuvent étre reliés
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d)

a des cellules bipolaires dépolarisantes (ON) ou hyperpolarisantes (OFF) suivant la
forme et la charge électrique que ces dernieres doivent transmettre.

La protéine Kinase C (PKC) ainsi que ceh-10 homeodomain containing homolog
(Chx10) qui est exprimé a un faible niveau dans la rétine mature sont des marqueurs

moléculaires des cellules bipolaires (Dissociated Retinal Cell Scoring).

Les cellules amacrines

Elles se situent dans la partie la plus interne de la couche nucléaire interne. Certaines de
ces cellules peuvent se déplacer dans la couche ganglionnaire. Elles sont responsables
du traitement complexe de I’image rétinienne en ajustant la luminosité de I’image, en
intégrant 1’activation séquentielle des neurones et la détection du mouvement. Leur
fonction consiste aussi a réguler I’action des cellules ganglionnaires, avec une direction
sélective ainsi que les signaux « ON/OFF » véhiculés par les cellules bipolaires
(Cuenca, 2008; Jeanny, 2010).

Hu, VCI1.1, HPC-1 ou syntaxine-1 qui est présente dans les corps cellulaires des cellules
amacrines sont des marqueurs moléculaires utilisés afin de mettre en €vidence ces

cellules (Dissociated Retinal Cell Scoring).

Les cellules ganglionnaires

Les cellules ganglionnaires sont des neurones qui collectent I’information visuelle qui
a traversé toute la rétine afin de la transmettre au SNC (Systeme Nerveux Central). Les
axones de ces cellules forment la couche des fibres optiques puis le nerf optique au
niveau de la papille. Les noyaux des cellules ganglionnaires forment la couche
ganglionnaire, située en arriere du vitré et de la limitante interne. Il existe au moins cinq
classes de cellules ganglionnaires basées sur leur fonction et leurs projections : les
parasols (voie M ou Magno), les midgets (voie P ou Parvo), les bistratifiées (voie K ou
Konio), les photosensibles (mélanopsine) et celles projetant vers le colliculus supérieur
pour le mouvement de I’ceil (saccades) (Cuenca, 2008; Jeanny, 2010; Rigaudiere, 2009).
Les marqueurs moléculaires pour ces cellules sont la somatostatine (Kolb, 2011a), la
substance P positive, Hu, PKC, Brn3b (facteur de transcription de la famille POU-
domaine qui joue un role dans la différenciation, la survie et 1’élongation axonale) et

Tuj-1 (tubulin £ chain 3) (Aoki et al., 2007; Dissociated Retinal Cell Scoring).
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Les cellules gliales :

a)

b)

Les cellules de Miiller

Ce sont les principales cellules gliales de ’ceil. Elles s’étendent radialement sur
I’ensemble des couches de la rétine. En effet, une cellule de Miiller est liée au segment
interne des photorécepteurs par des jonctions adhérentes. Elle est en contact avec tous
les neurones rétiniens dont les noyaux des photorécepteurs puis 1’extrémité interne des
pieds des cellules de Miiller sont posés sur la limitante interne. Elles mesurent environ
100um. Leur corps cellulaire est localisé dans la couche nucléaire interne. Leurs
fonctions consistent a maintenir 1’architecture et la cohésion entre les différentes
couches de la rétine. Elles servent également de tissu nourricier pour les cellules
nerveuses. Certains de leurs prolongements sont situés autour des vaisseaux, ce qui leur
permet de jouer un réle dans la régulation du flux sanguin et de maintenir la barriere
hémato-rétinienne. Elles régulent également I’homéostasie et protégent les neurones des
changements déléteres de leur environnement (Cuenca, 2008). Elles sont caractérisées
par une forte concentration de glutamine synthétase et protégent les neurones de 1’exces
de neurotransmetteurs comme le glutamate. Elles produisent du monoxyde d’azote (NO)
(Goureau et al., 1994), des cytokines inflammatoires telles que I’IL-6 (Yoshida et al.,
2001), I'IL-1, le TNF-a, MCP-1, VEGF et PEDF (Limb and Jayaram, 2009) et peuvent
également étre impliquées dans la phagocytose des débris neuronaux, la libération de
substances neuroactives comme le GABA, la taurine et la dopamine et enfin dans le

métabolisme du glucose (Fuks et al., 2012; Jeanny, 2010; Kolb, 2011a, 2011b).

Les cellules de Miiller peuvent étre marquées grace a la vimentine, glutamine synthétase
et cellular retinaldehyde-binding protein (CRALBP), epidermal growth factor receptor
(EGF-R), a-smooth muscle actin (a-SMA) (Xu et al, 2007). Suivant leur degré
d’activation, les marqueurs moléculaires permettant de les identifier changent et/ou

augmentent en intensité (exemple : vimentine).

Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont issues de cellules hématopoiétiques qui envahissent la
rétine a partir de la périphérie du disque optique, vraisemblablement par les vaisseaux
sanguins du corps ciliaire, de I’iris et de la rétine.

Les précurseurs de la microglie, qui ne possedent pas les marqueurs spécifiques des

macrophages, se différencient en microglie parenchymateuse ramifiée dans la rétine
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adulte et sont caractérisés par un phénotype CD11b bl CD45 fable [ a deuxieme
catégorie de précurseurs de la microglie, qui expriment les marqueurs spécifiques des
macrophages (CD45+, Mac-1*, CD11b", Iba-1, F4/80*, CD68"), migre dans la rétine a
travers les vaisseaux précurseurs (Xu et al., 2007).

IIs apparaissent autour des vaisseaux sanguins dans la rétine adulte et ressemblent a des
macrophages ou a des cellules de la série des phagocytes mononucléés (Chen et al.,
2002; Langmann, 2007).

La microglie est distribuée en condition physiologique dans 1’ensemble de la rétine
(couches plexiforme interne et externe, nucléaire externe, ganglionnaire et celle des
fibres nerveuses) (Jeanny, 2010). La majorité des cellules de la microglie rétinienne
expriment au repos la nestine, filament intermédiaire qui sert de marqueur pour la
prolifération et la migration de cellules précurseurs. La nestine est sous-régulée lors de
la différenciation cellulaire et est remplacée par d’autres filaments intermédiaires
comme la GFAP pour la glie et par les neurofilaments/a-internexine dans les neurones.
La microglie joue un réle important dans la défense de I’hote contre 1’invasion de
microorganismes, 1’immunorégulation et la réparation des tissus. Lors de la
neurodégénération, les cellules microgliales activées participent a la phagocytose des
débris et facilitent le processus régénérateur. La microglie rétinienne semble pouvoir
interagir avec les signaux des neurones, des photorécepteurs et des vaisseaux.

Dans la rétine normale, non pathologique, le marqueur CD11b+/0X42+ est exprimé
dans les couches internes de la rétine tandis que SD4+ marque des microglies fortement
ramifiées et dispersées dans les couches plexiformes interne et externe. Les cellules
amiboides CD68+/ED1+ sont plutdot localisées dans les couches des cellules
ganglionnaires et plexiforme interne (Wohl et al., 2011).

Les cellules F4/80+ sont bistratifiées et leurs dendrites s’étendent sur toute la largeur de
la couche plexiforme interne et également plus étroitement dans la couche plexiforme
externe (Hume et al., 1983).

Le marqueur OX6+ (MHC-II antigen presenting) n’est pas présent dans la rétine
normale mais uniquement dans la rétine pathologique.

Lors d’un traumatisme rétinien, OX42+ est fortement exprimé dans les couches des
fibres nerveuses, des cellules ganglionnaires et dans la couche plexiforme interne.

Les cellules microgliales peuvent étre également caractérisées par des marqueurs tels
que CMHI, II, S22 pour la rétine humaine, anti-keratan sulfate et lectine (Zhang et al.,
2005).

41



c) Les astrocytes

Ces cellules gliales sont composées de filaments intermédiaires, principalement la
protéine gliale acide fibrillaire (GFAP), mais aussi la vimentine et la nestine. Les
astrocytes sont de deux types : certains, plus longs que larges, sont disposés le long des
faisceaux des fibres optiques sans contact vasculaire et d’autres, de forme étoilée,
traversent la couche des fibres optiques et établissent des contacts non spécialisés avec
les vaisseaux rétiniens. Ils sont donc situés sous la limitante interne autour des vaisseaux
et la plus grande majorité d’eux est observée le long des faisceaux des fibres optiques
ainsi qu’autour du nerf optique. Elles participent au maintien de la barriere hémato-
rétinienne et assurent une diversité de fonctions importantes basées sur le support et la
protection des neurones. Les astrocytes permettent le maintien du niveau de glutamate
extracellulaire et produisent du NO. Elles sont activées par I’'I[FN-y et I’IL-1/ (Nagineni
et al., 1996).

Les marqueurs spécifiques des cellules matures du linéage astrocytaire sont la GFAP et
Pax2. Lors du développement de la rétine, ces cellules sont immatures et possedent les
marquages suivants : Pax2® vimentine® GFAP~ puis deviennent des astrocytes
immatures périnatals Pax2* vimentine® GFAP" pour terminer avec un phénotype

astrocytaire mature périnatal Pax2* vimentine” GFAP* (Chu et al., 2001).

2) Immuno-physiopathologie

a) Immunité générale de 1’ceil (Dartt et al., 2011)

L’ceil est un organe particulier défini comme un privilege immunitaire (PI). Ce concept
trouve ses origines dans une étude de Van Dooremaal il y a plus de 130 ans et est défini en 1948
par P. Medawar comme une absence de réponse immunitaire dans un organe ou un tissu
particulier, principalement dii 2 un mécanisme passif qui permet la séparation de ce dernier du
systeme immunitaire (SI). Cette définition évolue grace a Streilein : le privilege immunitaire
résulte d’une régulation active de I’immunité et devient un phénomene multifactoriel (Streilein,
1993). La caractéristique primaire du PI de I’ceil consiste a protéger I’anatomie du tissu oculaire
des dommages inflammatoires en préservant la fonction de I’organe : la vision (Niederkorn,
2002; Streilein, 2003; Streilein and Stein-Streilein, 2000). Le PI de I’eeil se compose de

différents mécanismes dont 1’induction de 1’apoptose, la production de cytokines anti-
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inflammatoires et I’activation de I’immunité régulatrice antigéne-spécifique. Ces mécanismes

peuvent Etre répertoriés comme suit :

i) Les mécanismes dits passifs composés des barrieres hémato-oculaires et d’absence de
drainage lymphatique (Patte et al., 2006).

Ces barrieres anatomiques permettent de contrdler étroitement la diffusion des cellules. Le
drainage lymphatique existe a la surface extérieure de 1’ceil et de I’espace sous-conjonctival
mais est totalement absent a ’intérieur de 1’ceil, ce qui permet entre autres au contenu de la
chambre antérieure d’étre drainé directement dans la circulation veineuse via le réseau
trabéculaire. Les vaisseaux sanguins sont également absents de la cornée. Il existe deux
barrieres hémato-oculaires. La premiere est la barriere hémato-aqueuse (BHA) qui se situe au
pole antérieur de I’ceil et comprend les cellules épithéliales des corps ciliaires et de I’iris ainsi
que les cellules endothéliales des capillaires de I’iris. Elle permet de réguler le débit et la
composition de I’humeur aqueuse (HA). Les échanges se font principalement par diffusion et
ultrafiltration. La barriere hémato-rétinienne (BHR) quant a elle se localise au pdle postérieur
de I'ceil et se compose des cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien et des cellules
endothéliales des vaisseaux rétiniens. Cette barriere sert a la protection et ’homéostasie de la
rétine. Les jonctions serrées ou zonulae occludentes sont des composantes essentielles de cette
barriere qui la rendent imperméable aux grosses molécules et sélective avec les plus petites.
Les capillaires de la BHA sont de type fenétrés alors que les capillaires de la BHR qui
ressemblent a ceux de la barriere hémato-cérébrale possédent une morphologie et un
équipement enzymatique différents des capillaires généraux. Les réactions immunitaires sont
donc éliminées par exclusion des cellules (lymphocytes, monocytes, etc.) et des facteurs
(protéines plasmatiques, éléments du complément, etc.) qui induisent la réponse immunitaire
(Koevary, 2000) avec comme exception les lymphocytes activés contre qui les barrieres

hémato-oculaires sont inefficaces (Prendergast et al., 1998).

11)  Les mécanismes actifs
* Mécanismes locaux de controle de la réponse immunitaire (Apte et al., 1998; Hori et al.,
2006, 2007, 2010; Kennedy et al., 1995; Namba et al., 2002; Renier, 2008; Sheibani et al., 2000;
Sohn et al., 2000a) appelés également microenvironnements immunosuppresseurs,
sont composés des cellules résidentes de I’ceil et de facteurs solubles qui influencent 1’activité
des cellules immunitaires afin de protéger 1’ceil des dégats directs et indirects causés par les

leucocytes activés et leurs produits (Apte et al., 1998; Catania et al., 1996; Masli et al., 2002).
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Il est important de noter qu’il existe une différence dans la libération et I’expression de la
production des neutropeptides par les neurones de la chambre antérieure et leur production

locale dans la rétine (Taylor, 2009).

Les cellules résidentes sont capables d’inhiber les lymphocytes T activés par contacts
intercellulaires et/ou par libération de facteurs solubles et de les induire en cellules T
régulatrices (Treg), amplifiant ainsi la régulation immunitaire dans les yeux (Caspi et al., 1987;
Helbig et al., 1990; Ishida et al., 2003; Kawashima et al., 1994; Mochizuki, 2010; Renier, 2008;
Yoshida et al., 2000). Les cellules pigmentaires de la rétine induisent des cellules de type CD4+
tandis que les cellules pigmentaires de I’iris induisent des cellules de type CD8+ (Mochizuki,
2010; Sugita and Streilein, 2003; Sugita et al., 2004, 2006a, 2006b, 2006c). Les molécules
impliquées dans ce processus sont (Caspi et al., 1987; Griffith et al., 1995; Ishida et al., 2003;
Sugita and Streilein, 2003; Sugita et al., 2004, 2006b; Zamiri et al., 2005; Zhou and Caspi,
2010):

- la galectine-1 ;

- la thrombospondine (TSP) (Futagami et al., 2007; Sugita et al., 2006¢c; Zamiri et al.,
2007) qui induit la forme active et soluble de TGF-f (Zamiri et al., 2005) ;

- le TGF-p sous sa forme membranaire et soluble joue une part importante dans le PI.
Il est responsable en partie de 1’inhibition de la prolifération des lymphocytes et des
cellules B (Kehrl et al., 1986a; Sugita, 2009; Sugita and Streilein, 2003; Sugita et
al., 2006c; Yoshida et al., 2000), de I’expression du récepteur de I’IL-2 (Kehrl et al.,
1986b), du développement des lymphocytes T cytotoxiques (Fontana et al., 1989;
Ranges et al., 1987) et enfin de la génération et 1’activité des cellules NK (Rook et
al., 1986). Il augmente également la sécrétion des immunoglobulines A (IgA) et ne
bloque pas D’activité cytotoxique des cellules T. Il influence la présentation
antigénique et inhibe la prolifération et la production de lymphokines en réponse a
la liaison du récepteur des cellules T pour I’antigéne (Streilein, 1999) ;

- le ligand de Fas (FasL/ CD95L), appartenant a la famille TNF, est exprimé
constitutivement dans les yeux (Griffith et al., 1995; Wilson et al., 1996) sur les
cellules parenchymateuses (cornée, iris, corps ciliaire et rétine). L’interaction
Fas/FasL joue un réle majeur dans le PI en induisant ’apoptose des cellules
inflammatoires infiltrantes (Griffith et al., 1995; Jones et al., 2006b). Cette mort
programmée des cellules s’accompagnerait d’une sécrétion d’IL-10 orientant les

réponses immunitaires vers la production d’anticorps plutdt que vers une réponse de
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type hypersensibilité¢ retardée. FasL supprime aussi I’activation des cellules Thl
(Griffith et al., 1995; Ryu and Kim, 2007; Taylor and Yee, 2003; Taylor et al., 1992,
1994a, 1998; Zhou et al., 2011) et bloque la croissance des vaisseaux sanguins
susceptibles d’endommager la vision ;

- TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) et Programmed death-ligand 1
(PD-L1) sont d’autres facteurs conditionnant I’apoptose des cellules (Lee et al.,
2002) ;

- D’interaction B7-CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) inhibe 1’activation
cellules T (Sugita and Streilein, 2003) ;

- le ligand de PD-1 (B7-H1), retrouvé chez I’Homme et la souris (Zhou and Caspi,
2010), est exprimé constitutivement sur les cellules de la rétine neurale, les cellules
endothéliales de la cornée et sur certaines cellules stromales de 1’iris et du corps
ciliaire. Son expression est augmentée par I’ IFN-y(Dong et al., 1999; Freeman et al.,
2000). Les cellules RPE expriment constitutivement les cellules costimulatrices de
PD-L1 et suppriment fortement les cellules T bystanders PD-1+ (Sugita et al.,
2009a; Usui et al., 2008) ;

- la prostaglandine E2 est sécrétée par les cellules RPE ;

- CTLA-2, une cystéine protéase inhibitrice de la L-cathepsine, est exprimée
uniquement par les cellules RPE (Sugita et al., 2008). Elle favorise I’activation de
TGF-4 et des cellules Treg (Sugita et al., 2008, 2009b);

- les récepteurs de I'immunité naturelle, TLR1-7/9/10, sont présents dans la rétine

(Bonini et al., 2005; Kumar et al., 2004; Sugita, 2009).

Les fluides oculaires - humeurs vitrée et aqueuse - contiennent de nombreux composants
solubles inhibiteurs qui suppriment I’activation et la fonction des lymphocytes ainsi que celles
des cellules de I’'immunité innée, incluant les macrophages, les cellules NK et les granulocytes
(Streilein and Stein-Streilein, 2000).

L’humeur aqueuse (HA) inhibe la différenciation des cellules T cytotoxiques précurseurs en
cellules tueuses completement fonctionnelles (Streilein, 1999), cependant elle n’a aucun effet
sur les cellules cytotoxiques totalement différenciées. Ces dernieres sont donc capables de lyser
leurs cellules cibles présentes dans I’HA. L’HA peut également supprimer 1’activation des voies
Thl et Th17 (Zhou et al., 2011) et aiguiller ces cellules vers la voie Treg (Taylor et al., 1997).
L’HA, dans des conditions normales, contient différents immuno-modulateurs tels que des

facteurs de croissance (Cousins et al., 1991; Granstein et al., 1990), des cytokines, des
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neuropeptides et des récepteurs solubles (Cousins et al., 1991; Taylor and Yee, 2003; Taylor et

al., 1992, 1994a, 1998, 2003). Quelques facteurs précédemment cités jouent également un role

dans les fluides oculaires, notamment le TGF-£ (Taylor, 1999, 2007) produit par les cellules

résidentes (Cousins et al., 1991; Granstein et al., 1990; Pasquale et al., 1993) et par les cellules

Treg induites (Ohta et al., 2000), tout comme FasL et la thrombospondine. Les autres facteurs

connus sont :

I’hormone stimulant les mélanocytes alpha (MSH-a) (Taylor et al., 1992) est un des
éléments les plus immunosuppresseurs du microenvironnement oculaire, qui est
également produit par les cellules résidentes. Elle inhibe la formation des formes
réactives de 1’oxygene et induit la production d’IL-10 par les macrophages et de
TGF-p par les lymphocytes Treg. Ce facteur influence la qualité de réponse des
cellules T qui perdent leur capacité a sécréter de I’IFN-y. Il supprime I’activation de
I’activité inflammatoire des macrophages (Griffith et al., 1995; Ryu and Kim, 2007;
Taylor, 2005; Taylor and Yee, 2003; Taylor et al., 1994b, 1998) ainsi que la
production de cytokines pro-inflammatoires mais induit I’activité régulatrice des
cellules T (Dartt et al., 2011) ;

le peptide lié au gene de la calcitonine (Calcitonin Gene-Related Peptide : CGRP)
possede un effet inhibiteur sur les macrophages activés. Il est exprimé par les
cellules neuronales de la rétine, il ne cible pas les cellules T mais influence I’activité
des macrophages (Dartt et al., 2011). Dans ’HA, il élimine la production de NO via
les macrophages ;

le peptide vaso-actif intestinal (VIP) est un puissant suppresseur de la prolifération
et de I’activation des cellules T (Taylor et al., 1994a). Il est exprimé également par
les cellules rétiniennes ;

la somatostatine (SOM) promeut la production de facteurs anti-inflammatoires et
immuno-régulateurs par les cellules immunitaires. Elle est produite par les cellules
de la rétine ;

le facteur inhibant la migration des macrophages (MIF) est fortement présent dans
I’HA (Apte and Niederkorn, 1997; Apte et al., 1998). Il élimine I’activation des
cellules NK en empéchant la libération de granules cytoloitiques de perforines (Apte
etal., 1998) ;

le cortisol est présent significativement dans I’HA mais son role n’est pas déterminé

a ce jour (Knisely et al., 1994)
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- I'IL-10, cytokine anti-inflammatoire, pourrait avoir un réle dans 1’induction de la
déviation immunitaire associée a la chambre antérieure (ACAID, cf plus bas). Elle
peut supprimer la fonction des cellules NK, inhiber la libération de NO et réduire la
production des cytokines requises pour la propagation de I’IFN- y (Conti et al., 2003;
D’Orazio and Niederkorn, 1998).

- les molécules de surface CD59 / CD46 ou MCP / CD55 ou DAF, exprimées
constitutivement sur les cellules parenchymateuses, sont de puissants inhibiteurs de
I’activation du complément (Bora et al., 1993; Griffith et al., 1995; Sohn et al.,
2000b, 2003; Sugita, 2009). Ces molécules favorisent également I’apoptose des
cellules CD95+ rencontrées. Il existe cependant une activation constante a bas bruit
du complément dans la chambre antérieure étroitement contrdlée par ces molécules
de surface, contribuant ainsi a 1’environnement immunosuppressif (Caspi, 2006).
Cette activation contribue a la production de TGF-f et d’IL-10 par les cellules
présentatrices d’antigéne et sous-régule I’IL-12 (Caspi, 2006; Sohn et al., 2000b).
Récemment, un facteur de nom inconnu et inhibant précocement 1’activation du
complément dépendant des anticorps lors de I’étape Cql a été découvert (Goslings
et al.,, 1998). D’autres molécules inhibant le complément agiraient sur les voies

alternative et classique (Streilein, 1999).
Les larmes — liquide stérile - sont un des premiers éléments de I’immunité naturelle. Elles

contiennent entre autres des électrolytes, des aminoacides, des enzymes et des

immunoglobulines A,G,M et E affectant la réponse immunologique (Niederkorn, 1990).
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Figure 13 : Localisation des protéines immunomodulatoires solubles dans les yeux (Dartt, 2011).

TGF-p : Transforming Growth Factor beta ; a-MSH : alpha-Melanocyte-Stimulating Hormone; VIP: Vasoactive
Intestinal Peptide; CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide; SOM: Somatostatin; NPY: NeuroPeptide Y.

La faible présence des cellules présentatrices d’antigéne dans I’ceil est également un élément
important du PI qui permet de limiter la présentation antigénique et donc la réponse
inflammatoire (Streilein and Stein-Streilein, 2000; Treseler et al., 1984). Les APC entrainent
¢galement la production de I’IL-10, cytokine anti-inflammatoire capable d’inhiber I’induction
de type Thl, dans les environnements de I’ceil riches en TGF-f (D’Orazio and Niederkorn,

1998).

* Mécanisme systémique de controle de la réponse immunitaire : mécanisme de
déviation immunitaire associée a la chambre antérieure (ACAID) (Dartt et al., 2011;
Kaplan and Streilein, 1974, 1977) : L’ACAID est un mécanisme qui permet de modifier
I’induction de DI'immunité pour I’antigéne oculaire en atténuant le développement et
I’expression de I’inflammation immunogénique. Concrétement, les antigénes injectés dans la
chambre antérieure de 1’ceil sont pris en charge par les cellules présentatrices d’antigéne F4/80+
qui migrent vers la rate via la circulation sanguine. Les cellules T NK sont ainsi recrutées afin
de déclencher I’immunité régulatrice systémique via 1’induction des cellules Treg afférentes
CD4+ et CD8+ (Niederkorn et al., 1990; Renier, 2008; Stein-Streilein, 2008; Stein-Streilein
and Streilein, 2002; Streilein, 1987, 1995).
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Le microenvironnement de la chambre antérieure, par I’intermédiaire du TGF-£ et de la TSP-
1, influence I’action classique des APC, leurs conférant des propriétés induisant I’ACAID
(Koevary, 2000).

Le segment postérieur de 1’ceil (vitré et espace subrétinal) posseéde également ce mécanisme de
déviation de la réponse immunitaire, cependant celui-ci est nettement moins bien étudié a ce
jour (Jiang et al., 1993; Sonoda et al., 2005; Streilein, 1999; Wenkel and Streilein, 1998;
Wenkel et al., 1999).

b) Réaction immunitaire lors d’une infection a Toxoplasma gondii

La réponse immunitaire (RI) se compose de deux phases : la réponse immunitaire innée suivie
de la réponse immunitaire adaptative. Le parasite est capable d’infecter toutes les cellules
nucléées de I’organisme qui entraine une réponse immunitaire spécifique. En ce qui concerne
la RI dans I’ceil lors d’une infection a Toxoplasma, trés peu d’éléments sont connus a I’heure

actuelle.

1) La réponse immunitaire innée (Weiss and Kim, 2011; Wilson, 2012;

Yarovinsky, 2014)

Elle est dite non spécifique puisqu’elle fait appel aux cellules et aux mécanismes de défense de
I’organisme de fagon immédiate. Les rdles clés de cette premiére réponse consistent a limiter
la réplication parasitaire avant la mise en place de la RI adaptative et a initier la réponse
cellulaire T spécifique caractérisée par la polarisation des cellules T CD4+. L’¢élément essentiel
de cette réponse est la production de la cytokine pro-inflammatoire IL.-12, connue pour son role
primordial dans I’induction de la réponse cellulaire Thl qui est une réponse immunitaire
efficace contre Toxoplasma. Cette cytokine est produite par de multiples cellules innées
incluant les cellules dendritiques (DC), les macrophages, les neutrophiles et les monocytes qui
ont chacune un réle important dans la résistance de 1’hote.

Pendant la phase précoce de I’infection, Toxoplasma gondii libére un certain nombre de
molécules qui déclenchent les composants de la RI innée par I’intermédiaire notamment des
Toll-Like-Receptors (TLRs). Les TLRs reconnaissent des motifs moléculaires associés aux
pathogenes (PAMP) et participent ainsi a la RI innée protectrice via I’activation des cellules
my¢loides et la production de I'IL-12. Le TLRI11, associé au TLR12, identifient dans

I’endolysosome la protéine profiline du parasite — protéine essentielle a sa motilité et a
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I’invasion cellulaire. Ce complexe hétérodimérique est défini comme capteur central pour la
reconnaissance de cette protéine par les cellules dendritiques (DC) murines. La reconnaissance
de la profiline par les DC CD8a+ a lieu avant I’interaction directe avec le parasite appelée
également « stratégie de détection a distance », et conduit au recrutement de MyD88 (Myeloid
Differentiation primary response gene (88)) qui initie la cascade de signalisation immunitaire
aboutissant a la production d’IL-12 via IRF8 (IFN-regulatory factor 8) et a la sécrétion in fine
d’IFN-y par les cellules natural killers (NK). Cette production d’IFN-y permettra aux DC de
dégrader le parasite et de présenter les antigénes parasitaires aux cellules T CD4+ et CD8+. Les
voies de signalisation des TLRs ont donc un rdle central dans I’induction de la réponse cellulaire
adaptative. IRF8, un facteur de transcription qui régule 1’expression d’IL-12p40 et d’IL-12p35,
est considéré comme un puissant régulateur de I’expression de I’IL-12 en réponse a I’infection
toxoplasmique apres activation des TLR11 et 12. Cette activation de MyD88 induite par les
TLRs est essentielle a la résistance de I’hote (Scanga et al., 2002). Les DC CD8a+ sont
considérées comme le type cellulaire le plus important pour induire la production précoce d’IL-
12 dépendant des TLRs en réponse a une infection toxoplasmique. Chez I’Homme, les
principaux capteurs de détection du parasite par les cellules immunitaires innées sont inconnus
du fait de la présence d’un pseudogéne TLR11 non fonctionnel et de I’inexistence du TLR12.
L’importance de ces différentes molécules a été montrée par I’intermédiaire de souris
déficientes pour ces genes. Ainsi, les souris TLR11-/- sont susceptibles a 1’infection du fait
d’une production diminuée d’IL-12 mais n’y succombent pas tandis que les souris MyD88-/- -
protéine nécessaire au signal précoce des TLRs - ou déficientes pour la molécule associée
UNC93 homologue B1 (UNC93B1), meurent précocement de I’infection avec une absence
totale de production d’IL-12. UNC93B1 est une protéine chaperonne appartenant au réticulum
endoplasmique qui joue un role central dans le trafic des TLRs endosomaux et contribue ainsi
a la régulation de la résistance de I’hdte dépendante de I’IL-12. D’autres TLRs sont impliqués
dans la reconnaissance du parasite lors de la RI innée. L’action combinée des récepteurs
endosomaux TLR7 et 9 peut induire 1’activation protectrice de MyD88 en absence du TLR11
et conduire a la sécrétion d’IL-12 dépendante de NF-xB. Le TLR7 et 9 sont impliqués dans la
détection de ’ARN et I’ADN génomique respectivement. Les TLRs de surface cellulaire, TLR2
et 4, sont également impliqués dans des complexes homodimériques dans la reconnaissance des
glycosylphosphatidylinositols (GPI) parasitaires — protéines d’ancrage essentielles a sa survie -
et sont activés en complexe hétérodimérique par la protéine de choc thermique dérivée de
Toxoplasma (Heat Shock Protein 70 - HSP70). TLR2 régule la production de médiateurs

solubles essentiels a la résistance de 1’hote : le TNF-a (Tumour Necrosis Factor) et le CCL2

50



(CC-chemokine Ligand 2 — MCP-1) par les macrophages et les neutrophiles respectivement.
Cependant, son activation, ainsi que celle de TLR4 (dont aucune fonction sur la production de
cytokine n’est connue), n’ont pas d’impact majeur sur la production d’IL-12 lors d’une
infection. A I’heure actuelle aucun réle n’est connu pour les hétérodiméres TLR1-TLR2 ou

TLR2-TLR6 dans la reconnaissance des GPI parasitaires.
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Figure 14 : TLRs impliqués dans la reconnaissance de T. gondii (Yarovinsky, 2014).

Il existe aussi des mécanismes de reconnaissance parasitaire indépendants des TLRs et utilisant
les voies de signalisation dépendantes de MyD88 qui permettent de créer une réponse
protectrice. Les inflammasomes, des complexes multimoléculaires cytosoliques, sont d’autres
systemes de détection d’invasion parasitaire responsables de I’activation de caspases pro-
inflammatoires (Ewald et al., 2014; Gorfu et al., 2014). La famille des récepteurs innés NOD-
like cytoplasmiques (NLRs) reconnait différentes classes de PAMPs. Les membres de cette
famille, dont Nlrp1 et Nlrp3, sont connus pour étre impliqués dans ’activation de la caspase-1
apres activation de I’inflammasome. L’enzyme caspase-1 clive et libere les cytokines pro-
inflammatoires IL-15 et IL-18, impliquées dans la défense de 1’hote contre le parasite. Les
récepteurs de ces cytokines activent via MyD88 les voies de signalisation dépendantes de NFxB
et MAPK et conduisent a la production d’IL-12 par les cellules présentatrices d’antigene. Cette

production de cytokines pro-inflammatoires potentialise la production d’IFN-y par les cellules

51



NK. Ce systeme induit également une mort cellulaire appelée pyroptose ainsi que le recrutement

d’autres cellules inflammatoires.

La cyclophiline 18 est un autre facteur parasitaire jouant un role dans le déclenchement de la
réponse immunitaire. Elle se lie au récepteur CCRS des cellules présentatrices d’antigéne qui
par I’intermédiaire de MyD88 sécréteront de 1’IL-12 et activeront les cellules CD4+, CD8+ et
NK (Aliberti et al., 2000, 2003). 11 a été démontré que cette protéine permet également la
production d’IL-12p40, de NO et de TNF-a dans les macrophages et qu’elle sur-régule la
production d’IFN-y et d’IL-6 dans ces cellules de facon indépendante a CCRS5 (Ibrahim et al.,
2010, 2014).

Ainsi lors d’une infection aigug, les neutrophiles et les cellules présentatrices d’antigéne, c’est
a-dire les monocytes-macrophages et les DC, sont recrutées au site d’infection afin d’induire la
sécrétion d’IL-12 qui permettra via les cellules NK la production d’IFN-y : élément majeur de
la résistance de I’hdte au parasite et qui est essentiel a ’activation de nombreuses activités
antimicrobiennes. Les cellules présentatrices d’antigéne associées a 1I’IFN-y soutiennent la
prolifération des cellules CD4+ et CD8+ qui seront ensuite recrutées au site d’infection. Les
cellules CD8+, de par leur action cytolytique, sont essentielles lors de la phase aigué et les
cellules CD4+ contribuent a la résistance de I’hdte en sécrétant des cytokines qui permettent
I’activation des cellules CD8+. 1l existe également des mécanismes effecteurs qui permettent
un contrdle précoce de I’infection grace a I’inhibition de la réplication parasitaire ou la
destruction du parasite.

Les neutrophiles, une des premieres populations cellulaires a étre présente sur le site
d’infection, sont une source de production précoce d’IL-12, de TNF-a, d’IFN-y et de
chimiokines telles que RANTES, MCP-1, MIP-1a et MIP-15 qui permettent le recrutement
d’autres cellules effectrices telles que les monocytes et les cellules T. L’IFN-y dérivé des
neutrophiles est indépendant de la production d’IL-12 ou de I’activation des TLRs mais semble
étre régulé par le TNF-a et I’'IL-1p. Le recrutement des neutrophiles au site d’infection dépend
des récepteurs CXCR2 — récepteur de I’IL-8 chez I’Homme - et CCR1. Chez la souris, leur
recrutement s’effectue par MIP-2 et KC qui se lient a CXCR1. Les neutrophiles ont la capacité
de stocker des cytokines sans stimulation microbienne. Le controle du pathogene par ces
cellules s’effectue de différentes manicres : soit en ciblant directement le parasite par
phagocytose, via des mécanismes non-oxydatifs qui liberent des enzymes protéolytiques et des
peptides antimicrobiens ou via des mécanismes oxydatifs qui nécessitent la production de

dérivés réactifs a 1’oxygene par activation du complexe enzymatique NADPH oxydase
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(Faurschou and Borregaard, 2003) ou encore en formant des pieges extracellulaires (NETs:
Neutrophil Extracellular Trap) qui peuvent limiter I’infection par effets microbicides directs ou
en interférant avec la capacité du parasite a envahir les cellules hotes (Abi Abdallah et al.,
2012).

Les monocytes inflammatoires sont recrutés au site d’infection via le récepteur CCR2
tandis que les macrophages sont activés par I’IFN-y et le TNF-a. IIs permettent le controle initial
du parasite par phagocytose. Les monocytes exprimant Grl+ produisent du NO et contrdlent la
réplication parasitaire. Cette population joue un réle crucial dans I’initialisation de la voie Th1
via la production d’Il-12 et de TNF-a nécessaire au contrdle du parasite et semble également
agir sur la différenciation des DC qui induiront une réponse immunitaire adaptative. Les
macrophages produisent des dérivés réactifs a 1’azote et a ’oxygeéne ainsi que de I’IL-1 en
réponse aux antigénes solubles. L’IL-1 peut agir en synergie avec I’IL-12 pour produire de
I’IFN-y a partir des cellules immunitaires innées et adaptatives, ils jouent donc un role
également dans la phase chronique. Les macrophages sont également des cellules présentatrices
d’antigéne associées aux CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) et aux molécules de
co-stimulation.

Les monocytes - macrophages ont développé des mécanismes immuns afin de contrdler
I’infection :

- de fagon dépendante de I’'I[FN-y :
* Chez les souris, la mort du parasite dépend en grande partie du systeme de résistance basé sur
I’immunité liée aux protéines GTPases (IRG). Chez ’Homme, ce systeme est controversé
puisqu’il n’existe qu’un seul membre (IRGM) tronqué et non régulé par I’'IFN-y. Cependant il
participe a la maturation du phagosome et a I’autophagie bactérienne. Les macrophages, par
I’intermédiaire de I’'IFN-y, sur-régulent deux familles d’IRGs : les GTPases induites par I'I[FN
(IRGs) et les protéines liant le guanylate (GBP). Ces protéines vont se lier a la membrane
cytosolique de la vacuole parasitophore et conduire a sa dégradation aboutissant a la mort du
parasite.
* Le deuxieéme mécanisme est la production de NO qui inhibe la multiplication parasitaire et
permet de contrOler le parasite. Les monocytes inflammatoires ainsi que les macrophages -
activés via I’IFN-y et le TNF-a - sur-régulent iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), I’enzyme
catalysant la L-arginine en NO. Il semblerait que la production de NO par les phagocytes
humains ne soit pas requise pour le controle de Toxoplasma gondii.
* L’IFN-y joue un autre rdle anti-parasitaire en dégradant le tryptophane dans les cellules

infectées, ce qui induit une « starvation » des cellules ainsi qu’une inhibition de la croissance
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parasitaire — le toxoplasme étant auxotrophe a cet acide aminé. Cette action s’effectue par
I’activation de 1’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui convertit le L-tryptophane en N-
formylkynurénine.

- de fagon indépendante de I’IFN-y : la liaison de CD40L, exprimée sur les cellules T a
CDA40 - qui, lui, est en partie exprimé sur les macrophages - induit la production d’IL-12 par les
macrophages et d’IFN-y par les cellules T. Cette liaison n’est pas essentielle pour la production
d’IFN-y chez la souris mais les souris déficientes en CD40L ont une susceptibilité accrue a

I’infection lors de la phase chronique.
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Figure 15 : Mécanismes effecteurs d’élimination parasitaire dépendant de I'IFN-y (Yarovinsky, 2014).

Les cellules Natural Killer (NK) ont des fonctions importantes dans 1’activation des
cellules immunitaires environnantes, la polarisation de la réponse immunitaire et la production
de I'IFN-y. Elles sont activées par I'IL-1 et I'IL-18 et sont recrutées rapidement au site
d’infection via le récepteur CCRS. Elles produisent des cytokines importantes telles que le
TNF-a, I’'IL-12 et la molécule anti-inflammatoire IL-10. Elles possedent également une activité
cytotoxique avec la production de granzymes et de perforines, activité sur-régulée par I’IL-18
macrophagique et les DC. Elles jouent également un rdle dans la dissémination parasitaire et
permettent la promotion des réponses immunitaires adaptatives. Elles interagissent directement

avec les DC via leurs récepteurs NKG2D et augmentent ainsi leur production d’IFN-y et la
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production d’IL-12 par les DC. En absence de cellules T CD4+, les cellules NK peuvent les

remplacer en augmentant la production d’IL-12 par les DC.

Les cellules dendritiques (DC) recrutent les autres cellules immunitaires, comme les
macrophages, les NK ou les cellules T, grace a la production de chimiokines et cytokines,
essentiellement IL-12, IFN-y et TNF-a. Elles ont un rdle central dans la présentation
antigénique aux lymphocytes T et induisent ainsi la différenciation des cellules T naives en T
CD4+ et CD8+ qui déclenchent leur activité cytotoxique. Les DC agissent sur la production
d’IFN-y et sur-régulent les mécanismes effecteurs antimicrobiens pour controler le parasite.
Elles participent également au déclenchement de la polarisation des réponses immunes

spécifiques et a la protection a long terme lors de la phase chronique.

11) La réponse immunitaire (RI) adaptative

Elle est considérée comme spécifique et protectrice du fait de la persistance du parasite dans
les tissus nerveux et les muscles. L importance de cette réponse pour la résistance a Toxoplasma
gondii, aussi bien chez I’Homme que chez la souris, est démontrée par 1’augmentation de la
susceptibilité lorsqu’un défaut primaire ou acquis de la fonction des cellules T CD4+ et CD8+

existe.

L’immunité a médiation cellulaire, dont les acteurs principaux sont les lymphocytes
T CD4+ et CD8+, est la principale défense de 1’hdte contre le parasite. La différenciation de
ces cellules induit une réponse immunitaire cellulaire forte, effectuée sous I’influence de
diverses cytokines produites lors de la RI innée comme I’'IL-12 ou I’IFN-y, ainsi qu’apres
reconnaissance de I’antigéne parasitaire présenté par les molécules de CMH II et CMH I
respectivement. Les réponses des cellules T CD4+ lors des phases aigué et chronique
contribuent aux réponses optimales des cellules B et T CD8+.
Lors de la RI innée, une grande production d’IL-12 est sécrétée qui oriente la RI adaptative vers
une forte réponse de type Thl. Cette dernicre sécrete des protéines pro-inflammatoires telles
que P’IFN-y, 'IL-2, le NO ou le TNF-a afin de limiter la multiplication parasitaire et
d’augmenter la résistance a I’infection. La voie Thl permet I’expansion de certaines lignées
cellulaires comme les NK et la synthese de chimiokines importantes dans le recrutement des
lymphocytes T. L’IL-12 et le facteur de transcription Tbet dirigent la réponse immune vers la

voie Thl.
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La cytokine IL-12 initie la réponse cellulaire Th1 et maintient la production d’IFN-y par les
cellules T CD4+, CD8+ et NK. Elle a donc un rdle critique dans le controle de la charge
parasitaire et la réplication.

L’IFN-y est la cytokine centrale de la réponse cellulaire protectrice Thl. Il stimule entre autre

I’activité microbicide des macrophages et active les cellules CD8+.

Cependant, concomitamment a 1’activation de la réponse cellulaire Thl, la sécrétion précoce
lors de la RI innée non-spécifique d’IL-10 par les macrophages induit I’activation d’une réponse
cellulaire de type Th2. Cette voie favorise la réponse immunitaire humorale et sécrete les
cytokines anti-inflammatoires suivantes : I’'IL-4, I’'IL-5 et IL-13. Elle contrecarre I’action de la
voie pro-inflammatoire Thl. L’IL-4 ainsi que I'IL-10 et le TGF-f sont des régulateurs
importants de I’activation des macrophages (Denkers and Gazzinelli, 1998). L’IL-4 oriente le
développement de la réponse immune Th2 ainsi que le facteur de transcription GATA3
(Yamashita et al., 2004). Elle autorise la prolifération des cellules B activées et des cellules T,
différencie les cellules B en cellules plasmocytes et diminue la production des cellules Th1, des
macrophages et des DC ;

L’IL-5 joue un réle important dans 1’activation des polynucléaires éosinophiles qui produisent
I’IL-4. L’IL-5 stimule la croissance des cellules B et augmente la sécrétion
d’immunoglobulines.

L’IL-13 posseéde une activité similaire a celle de I’IL-4 dans les modeles d’allergie et
d’inflammation. Elle peut induire la sécrétion d’immunoglobulines E a partir de cellules B
activées.

L’IL-25 (ou IL-17E) appartient a la famille Th17 et possede des rdles distincts dans I’immunitg,
principalement en régulant les réponses Th2 contre les allergies inflammatoires et les

helminthes. Elle induit I’expression des cytokines IL-5 et IL-13.

La voie T régulatrice (Treg) intervient dans I’inhibition de la réponse immunitaire adaptative
agissant sur I’ensemble des sous-populations Th1, Th2 et Th17 (Awasthi et al., 2007; Stumhofer
et al., 2007; Villarino et al., 2006). Elle est activée par le facteur de transcription FOXP3
(forkhead box P3) et sécrete les cytokines anti-inflammatoires IL-27, IL-10 et TGF-4.

L’IL-27 est connue pour inhiber la différenciation des cellules Th17 naives au cours d’une
inflammation chronique du systeme nerveux central (Stumhofer et al., 2006) et aurait des
propriétés anti-inflammatoires dans des modeles d’uvéites (Amadi-Obi et al., 2007). Elle

promeut la production d’IL-10. Ses actions se font de facon directe ou indirecte par
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I’intermédiaire, par exemple, de PD-L1 (Hirahara et al., 2012). En effet, lorsque EBI3, un
composant du récepteur de 1I’'IL-27 est déficient, une diminution de I’expression de cette
molécule inhibitrice (PD-L1) sur les cellules CD4+ est observée.

L’IL-10 joue un rdle critique et vital dans la régulation des réponses IFN-y systémiques. Elle
est produite par les DC, les macrophages, les cellules B, les cellules Th2 et Treg. Afin de limiter
I’inflammation et donc 1’immunopathologie sévere, I’IL-10 inhiberait partiellement les

mécanismes effecteurs et réduirait ainsi la charge parasitaire.

La voie Thl7 est impliquée dans le développement et la progression de la réponse
inflammatoire. Elle se caractérise par la production d’IL-17 (ou IL-17A) mais également d’IL-
6, d’IL-21, d’IL-22 et d’IL-23. Cette population se différencie sous 1’action combinée des
cytokines IL-6 et TGF-f et du facteur de transcription ROR-yt (Orphan Retinoid nuclear
Receptor) (Ivanov et al., 2006; Kuchroo and Awasthi, 2012).

Bien que I’IL-17 ne soit pas nécessaire au développement de I’immunité acquise, elle permet
néanmoins le recrutement précoce des polynucléaires neutrophiles afin de controler la
réplication parasitaire en tout début d’infection (Kelly et al., 2005). Cependant, 1’IL-17 est
impliquée également dans la maturation, la migration et 1’activation partielle des neutrophiles.
Cette cytokine peut étre produite par d’autres populations cellulaires comme les macrophages,
les cellules NKT, les cellules T yo (Kuchroo and Awasthi, 2012). Elle contribue également a la
production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1, I’'IL-6, I’IL-8,
GM-CSF, G-CSF, etc (Iwakura et al., 2008). Les cellules Th17 expriment le récepteur IL-13,
I’IL-13 étant un régulateur négatif de la production d’IL-17 dans ces cellules (Newcomb et al.,
2011).

L’IL-17F avec IL-17 activent les RPE et compromettent leur fonction de barriere (Chen et al.,
2011). L’IL-17F possede 50% d’homologie avec I'IL-17 et induit des réponses pro-
inflammatoires qui peuvent étre différentes de celles de I’'IL-17 en fonction du type et du site
d’inflammation (Jin and Dong, 2013).

L’IL-23 est essentielle a I’expansion et a la stabilisation des cellules Th17 et pour induire leur
développement pathogénique. Elle peut €tre produite par les DC et les macrophages et
appartient a la famille de I’IL-12. Elle est composée des sous-unités p19 et p40 — cette derniere
étant partagée avec la cytokine IL-12. Le facteur de transcription Tbet peut réguler directement
la transcription du récepteur de 1’IL-23 et ainsi influencer le nombre de cellules Th17 (Gocke

et al., 2007).
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L’IL-6 est sécrétée par les lymphocytes T et B activés et les monocytes-macrophages. Cette
cytokine pléiotropique semble avoir un rdle anti-inflammatoire lors d’une TO en phase
chronique en contrélant la charge parasitaire et I’inflammation (Lyons et al., 2001), alors qu’au
cours d’une encéphalite toxoplasmique elle semble avoir I’effet opposé. En effet, la
neutralisation de I’'IL-6 dans ce cas-la diminue le nombre de foyers au cours d’une infection
aigué (Suzuki et al., 1994). Elle permet la différenciation des cellules Th17 en promouvant
I’engagement séquentiel de I’'IL-21 et I’IL-23.

L’IL-22 appartient a la famille des cytokines anti-inflammatoires IL-10. Elle est produite par
les cellules Th17, Th22, yo et NK. Elle est exprimée chez les patients atteints d’uvéite ou elle
semble affecter les cellules RPE en diminuant la résistance tissulaire et en induisant 1’apoptose.
Tandis que dans un modele murin d’uvéite auto-immune expérimentale, 1’IL-22 diminue la
sévérité de la maladie en inhibant I’'IFN-y et I’IL-17 et en réduisant le nombre de cellules
inflammatoires présentes.

L’IL-21 permet entre autres 1’amplification de la réponse pro-inflammatoire des cellules Th17
mais possede aussi de vastes actions pléiotropiques telles qu’un effet inhibiteur sur les DC, une
augmentation de la prolifération des CD8+ et une production en partie d’immunoglobulines
(Garweg and Candolfi, 2009; Spolski and Leonard, 2014). Elle est sécrétée principalement par
les cellules NKT et Th17.

Les cellules T CD8+, activées par les cellules T CD4+ (Zhang et al., 2009) et apres présentation
de l’antigéne parasitaire au CMH I principalement a travers les DC, détruisent les cellules
infectées via la production de granzymes et de perforines. Elles controlent également I’ infection
a travers I’interaction CD40/CD40L et par ’intermédiaire de la production de cytokines
inflammatoires comme I’IFN-y. La survie des cellules T CD8+ mémoires dépend des cytokines

IL-7 et IL-15.

La production d’IFN-y par les cellules T CD4+ et CD8+ est essentielle pour la résistance a
I’infection parasitaire au cours de la phase chronique (Gaddi and Yap, 2007; Gazzinelli et al.,

1992).

L’immunité humorale : I’infection toxoplasmique stimule également la production
d’anticorps IgG, IgA, IgM et IgE par les cellules B bloquant I’infection des cellules hotes
(Roberts and McLeod, 1999). Cette protection provient de la lyse des tachyzoites

extracellulaires recouverts d’anticorps, soit par activation de la voie classique du complément,

58



soit par activation de I’activité cytotoxique des cellules CD8+ ou NK, ou encore par
phagocytose. Cependant, ce mécanisme n’offre aucune protection contre les parasites
intracellulaires et semble donc avoir un role mineur lors de ’infection, du fait de la localisation
intracellulaire du parasite (Jones et al., 2006b). Les lymphocytes T CD4+ sont nécessaires pour
assurer une réponse optimale des cellules B. Les lymphocytes B semblent aussi agir sur les

cellules NKT afin de diminuer la réponse inflammatoire.

i) La réponse immunitaire lors d’une infection toxoplasmique oculaire

Les mécanismes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire oculaire ainsi
que dans la physiopathologie sont peu connus, ceci étant dii a I’acces trés limité aux tissus
oculaires humains. Les études menées se basent principalement sur la quantification directe des
médiateurs immunitaires dans le sérum ou in vitro apres stimulation antigénique. Récemment,
les quantifications ont été réalisées également sur I’humeur aqueuse apres diagnostic des
patients et ceci a autorisé une étude plus spécifique de la réponse immunitaire locale.

Les études sur les sérums ont montré que la chimiokine MCP-1 (CCL-2) est fortement diminuée
dans le sérum des patients atteint de TO active tandis que les facteurs G-CSF et TNF-a sont
augmentés chez les patients avec un pronostic visuel faible (Rey et al., 2013). Une autre étude
montre que la concentration de la chimiokine CXCL8 (IL-8) augmente et qu’elle pourrait
participer au processus inflammatoire lors des rétinochoroidites toxoplasmiques aigués. La
taille des lésions oculaires est significativement corrélée avec les taux de CXCL8 et CXCL9
dans le sérum (Gongalves et al., 2007). Ainsi, les auteurs suggerent que CXCLS8 pourrait servir
de marqueur dans le suivi des patients tandis que CCL2 pourrait servir de marqueur de I’activité
de la maladie. D’autres se sont intéressés au TNF-a et a ses récepteurs solubles, STNFR, qui
pourraient avoir une action bénéfique sur la protection de 1’hote contre 7. gondii (Bessa et al.,
2012). Le récepteur soluble 2 de TNF-a (sTNFR2) est augmenté dans le sérum des patients
alors que STNFR1 et TNF-a ne le sont pas, mais son augmentation n’est pas corrélée aux signes
oculaires. sSTNFR2 étant un marqueur fiable de I’activité de TNF-q, les auteurs suggerent que

cette cytokine est impliquée dans les rétinochoroidites toxoplasmiques humaines.

Des études in vitro sur des cellules RPE humaines ont montré que I’infection
toxoplasmique augmente la sécrétion de TGF-f par ces cellules et celui-ci va a son tour agir
directement sur les RPE pour augmenter la réplication parasitaire (Nagineni et al., 2002) Elles

soulignent également que les cellules RPE ne contrdlent pas la réplication parasitaire grace a la
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sécrétion de NO mais que ceci serait effectué par I’IFN-y qui inhibe de fagcon dose-dépendante
la réplication parasitaire tout en épuisant probablement le L-tryptophane cellulaire (Nagineni et

al., 1996).

Les cellules T activées sont retrouvées de fagon plus importante dans les yeux que dans le sang
périphérique. Il sembleraient qu’elles jouent un réle pivot dans les récurrences (Feron et al.,
2001). 11 a ét¢ montré que les récurrences de TO latentes sont associées a une infiltration
oculaire d’une population de cellules T polyclonales Toxoplasma-spécifiques. Les cellules T
CD4+ prédominent chez les patients chroniques et récurrents, tandis que chez les patients
infectés récemment, la majorité des cellules T Toxoplasma-spécifiques sont des cellules T
CD8+. Les cytokines dérivées des cellules T sont critiques dans la détermination du résultat de
I’infection toxoplasmique. Cette publication met en avant la présence d’une réponse cellulaire
T spécifique dans les vitrés des patients qui ont une TO active récurrente. Par conséquent, ces
cellules T spécifiques sont impliquées dans la réponse inflammatoire locale de 1a TO. Une étude
sur la réponse systémique des cellules T a I’antigéne toxoplasmique chez les patients atteints
de TO a montré que ceux-ci développent une réponse cellulaire de type Th1 accompagnée d’une
augmentation de I’IFN-y (Fatoohi et al., 2006). Yamamoto suggere que la susceptibilité aux
lésions oculaires aprés une toxoplasmose acquise est associée a un fort niveau d’IL-1 et de
TNF-a, alors que la résistance serait associée a une forte production d’IL-12 et d’IFN-y
(Yamamoto et al., 2000). Pour cela, une étude a été réalisée sur les cellules mononuclées du
sang périphérique stimulées par un antigene toxoplasmique en utilisant le sang de patients
présentant ou non des 1ésions oculaires qui résultent d’une infection acquise ou congénitale.
Les patients avec une TO acquise ont une forte réponse cellulaire T qui se manifeste par une
production plus importante d’IL-10, d’IL-1 et de TNF-a. A I’inverse, les personnes avec une
TO congénitale semblent avoir une tolérance au parasite qui se déclare par des réponses
prolifératives de lymphocytes plus faibles et une sécrétion moins importante d’IL-2 et d’IFN-y

en réponse a I’antigéne.

L’unique étude comparative sur les prélevements d’humeur aqueuse entre des patients
francais et colombiens a montré que les patients francais manifestent une réponse immunitaire
oculaire de type Th1-Th17 avec une charge parasitaire quasi indétectable (De-la-Torre et al.,
2013). Les cytokines retrouvées chez I’ensemble des patients sont I’'IL-2, IL-15, P'IFN-y et I’IL-
17. Quant a eux, les patients colombiens possedent une charge parasitaire oculaire forte et
développent une réponse de type Th2 avec une expression €levée des cytokines IL-6, TNF-a et

IL-13. Les patients francais, comparés aux patients colombiens, ont également une forte
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réponse inflammatoire avec I’expression des facteurs tels que 1I’'IL-6, I’IL-8, I’IL-10, MIP-15,
G-CSF, etc. Cette forte réponse cellulaire est responsable de 1’inflammation rétinienne mais
elle permet de controler la prolifération parasitaire et de conduire a 1’enkystement du parasite.
Tandis que pour les patients colombiens, les réponses immunitaires protectrices permettant de
controler le parasite sont supprimées et laissent ainsi place a une multiplication et une activité
cytolytique du parasite.

Une autre étude sur des patients européens a mis en exergue 1’existence d’un profil cytokinique
oculaire spécifique pour les TO différents des autres d’uvéites. Ainsi, de forts taux d’IFN-y,
d’IL-6 et de MIP-£ sont fréquemment détectés lors des TO et des uvéites virales alors que 1’IL-
17 est détectée dans 70% des cas de TO et également lors d’uvéites intermédiaires (Lahmar et
al., 2009). L’IL-12 et I’IL-5 sont retrouvées spécifiquement chez les patients de TO. Une
deuxieme étude sur des patients francais a été réalisée. Cette derniere met en avant une forte
réponse Thl accompagnée d’une production d’IL-2 et d’IFN-y, mais également une production
d’IL-13 et d’IL-10 et des facteurs inflammatoires tels que I’'IL-6, I’'IL-17 et MCP-1 (Sauer et
al., 2012).

Une étude sur les humeurs aqueuses de patients colombiens atteints de cataracte et de TO a
montré que les HA de TO contiennent un taux élevé de cytokines Th2 comme I’'IL-4 et I’'IL-13
et I’[L-10 (De-la-Torre et al., 2014). Malgré des variations individuelles, un motif pour les TO
colombiennes peut étre observé avec un fort taux d’IL-6, d’IP-10 et de MCP-1 ainsi qu’a
I’inverse des taux tres faibles d’IFN-y et d’IL-17. Le facteur IL-5 est lié a un nombre élevé de
récurrences et le taux de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est corrélé au nombre de
cicatrices. Les facteurs de croissance VEGF, FGF (Fibroblast Growth Factors), PDGF (Platelet-

Derived Growth Factor) sont également reliés a un grand nombre de 1ésions.

Concernant la réponse humorale, une production locale d’anticorps anti-toxoplasme est
démontrée. Suivant les techniques utilisées, il est possible de détecter des IgG, IgA, 1gM et IgE
spécifiques en des proportions respectivement plus petites. Cependant, la reconnaissance
d’anticorps oculaires nécessaire au diagnostic est basée essentiellement sur les IgG et les IgA
qui sont les principaux anticorps impliqués dans la réponse humorale contre Toxoplasma. 1l est
important de noter que la réponse humorale oculaire est tardive lors d’une TO et n’apparait pas
en méme temps que la libération et la prolifération parasitaires. Ainsi, elle peut étre détectée
entre 2 et 6 semaines apres la présentation clinique (Garweg et al., 2000, 2004, 2005; Klaren
and Peek, 2001; Ronday et al., 1999). La présence d’anticorps IgA spécifiques intraoculaires,

retrouvés également lors des phénomenes de récurrence, peut €tre expliquée par les propriétés
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uniques de I’environnement local des plasmocytes qui les produisent. En effet le TGF-p,
fortement exprimé dans 1’ceil, est un facteur important pour amener les cellules B a produire
des anticorps IgA, ce qui pourrait expliquer la production intraoculaire de cet anticorps lors de
TO. 11 a été remarqué que les taux spécifiques d’anticorps anti-toxoplasme dans le sérum des
patients infectés congénitalement n’augmentent pas avec le temps apres le début des symptomes
alors que ceux de I’HA augmentent. Alors que pour les personnes qui ont subi une infection
acquise récemment, les taux d’anticorps spécifiques augmentent dans le sérum et ’'HA (Garweg
etal., 2011).

Une équipe a mis en avant que d’autres anticorps tels que I’IgG anti-Hsp70.1 pourraient
contribuer a la confirmation de diagnostic d’une TO cliniquement suspectée. La protéine Heat
Shock 70 (Hsp70) est impliquée dans I’infection cellulaire par Toxoplasma et également dans
la réponse immune a ce parasite. Elle est présente dans le sérum des patients qui ont une TO
confirmée par un laboratoire mais aussi pour ceux qui ont une suspicion. Cependant, Hsp70
n’est pas spécifique au parasite et son expression peut étre le résultat d’autres maladies

(Chumpitazi et al., 2010).
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ITI/ Modéeles expérimentaux (Weiss and Kim, 2011)

Le besoin d’un modé¢le animal pour la TO mettant en lumicre la physiopathologie, I’histologie

et les possibilités de traitement s’est fait ressentir assez rapidement et Hogan publia dés 1951

le premier modele animal de TO. Depuis, de nombreux modeles ont été mis en place, variant

aussi bien dans le choix de I’animal que dans la voie d’infection et la souche parasitaire.

Cependant, peu de ces modeles furent satisfaisants car ils ne reproduisaient pas les 1€sions

oculaires observées chez ’Homme ou induisaient une inflammation systémique accompagnée

d’encéphalite toxoplasmique, voire pour certaines especes une incapacité a induire

I’inflammation oculaire (Culbertson et al., 1982; Maenz et al., 2014; Nozik and O’Connor,
1968; Skorich et al., 1988).

Pour cela, deux grandes voies d’infection sont utilisées :

la voie systémique, dite naturelle, reproduit une infection humaine avec dissémination
hématogene des parasites. Cette voie, facile d’utilisation et reproductible d’un point de
vue technique, possede une faible cinétique et un taux inconsistant de formation des
1ésions (Jones et al., 2006b; Pfaff et al., 2013).

L’infection intra-carotidienne fut testée chez le lapin, le chat et les primates non-
humains. La localisation de I’injection proche des yeux augmente les possibilités de
développement de 1ésions oculaires en limitant les effets systémiques (Davidson et al.,
1993; Garweg et al., 1998; Hogan, 1951; Newman et al., 1982). Toutefois, bien que la
dissémination parasitaire soit correcte et que I’inflammation oculaire existe, les Iésions
observées ne correspondent pas réellement a ce qui se passe chez ’Homme (implication
de la choroide en premier lieu) et ne sont pas tres reproductibles. D’autre part, cette
méthode est difficilement applicable chez les petits animaux tels que la souris.
L’infection per oral, voie physiologique par excellence, semblait donner de bonnes
espérances, mais un développement des 1ésions beaucoup trop lent (4 a 8 semaines)
dénue cette voie de son intérét. Chez les souris, bien que les parasites soient détectés
dans les yeux, aucun changement clinique n’est noté (Gormley et al., 1999; Johnson et
al., 1984; Norose et al., 2003, 2005, 2011; Pereira et al., 1999).

La voie intrapéritonéale semble étre un bon compromis pour mimer une infection
systémique puisque le développement pathologique de la maladie est rapide,
reproductible et qu’il y a une production de kystes (Dutton et al., 1986; Frenkel, 1955;
Gazzinelli et al., 1994; Hay et al., 1985; Lahmar et al., 2010; Lyons et al., 2001; Norose
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et al., 2003; Olle et al., 1996; Pavesio et al., 1995; Roberts and McLeod, 1999; Shen et
al., 2001; Tedesco et al., 2004). De plus, les 1ésions rétinochoroidales semblent étre plus
nombreuses que lors d’une infection per oral. Cependant, cette voie n’est pas a
privilégier avec tous les animaux. Les hamsters, par exemple, ne développent pas de TO
de type humaine : leurs Ilésions sont bilatérales et multifocales, se résolvent

spontanément et sont accompagnées d’une faible infection systémique ;

la voie oculaire, dite locale, permet d’inoculer directement les parasites dans 1’ceil, ce
qui assure une infection oculaire pour I’ensemble des animaux. Cette méthode donne
une reproductibilité de 1’inflammation ainsi qu’une infection rapide (de I’ordre de
quelques jours) et sévere (Culbertson et al., 1982; Gormley et al., 1998; Maenz et al.,
2014). En outre, les signes d’inflammation incluent généralement des rétinochoroidites,
des nécroses, des détachements rétiniens, etc (Maenz et al., 2014). Différentes voies
d’entrée confinant I’infection dans les yeux sont également possibles : par la chambre
antérieure de 1’ceil (Hu et al., 1999a, 1999b; Lu et al., 2004); par I’espace
suprachoroidien qui ne donne pas de résultats immunologiquement comparables a
I’Homme et nécessite des animaux assez gros (Beverley, 1961; Friedrich and Miiller,
1989; Jacobs et al., 1964; Kaufman, 1960; Nozik and O’Connor, 1968; Tabbara et al.,
1974); par instillation, ce qui a 1’avantage de préserver 1’architecture oculaire et de
donner des résultats comparables a I’infection intravitréenne avec un infiltrat
inflammatoire plus faible (Tedesco et al., 2005); par voie intravitréenne, la plus
communément utilisée. Cette voie avait été pendant un temps laissée pour compte car
les outils utilisés n’étaient pas adaptés a la taille de ’organe et créaient souvent des
cataractes ainsi qu’une inflammation non-spécifique causée probablement par I’aiguille.
Cette entrée, qui n’est pas du tout naturelle, rompt I’intégrité de la cavité vitréenne et de
la barriere hémato-oculaire mais permet de mimer 1’arrivée des parasites dans le vitré
au plus proche de la rétine (Culbertson et al., 1982). Depuis, beaucoup de progres ont
été apportés avec 1’amélioration de la technique et la miniaturisation des outils
chirurgicaux. Ainsi, elle reproduit les caractéristiques principales de I’infection humaine
avec peu ou pas de 1ésions post-injection et un taux de succes bien plus élevé que par
voie systémique. L’efficacité de cette voie a été montrée chez la souris, le lapin et le
singe (Charles et al., 2007; Culbertson et al., 1982; Garweg et al., 1998; Holland et al.,
1988b; Hu et al., 1999a; Sauer et al., 2009; Webb et al., 1984).
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Ces voies d’infection sont utilisées pour mimer principalement une TO acquise, voire
congénitale avec une infection intrapéritonéale ou sous-cutanée. Malheureusement il
n’existe jusqu’alors aucun modele de TO acquise récurrente, bien que cela soit un
probléme majeur de santé publique. Plusieurs essais ont été faits, avec soit par exemple
une immunosuppression systémique par irradiation ou par injection de sérum anti-
lymphocytaire, soit par un deuxieéme challenge parasitaire ou par traitement de
cortisone, ou encore par neutralisation d’IFN-y. Cependant, tous ces modeles ne
mimaient pas réellement une récurrence, et bien qu’ils aident a la compréhension
générale du phénomene, ils n’autorisent pas d’interprétation naturelle immunologique
(Friedrich et al., 1992; Holland and O’Connor; Holland et al., 1988b; Nozik and
O’Connor, 1970; Roberts and McLeod, 1999).

Comme nous venons de le voir, la route d’infection ainsi que 1I’espéce animale choisies
influencent le résultat de I’infection intraoculaire (Culbertson et al., 1982; Friedrich and
Miiller, 1989; Friedrich et al., 1992; Garweg et al., 1998; Gormley et al., 1998; Hu et
al., 1999a; Lu et al., 2005; Nozik and O’Connor, 1968; Tabbara et al., 1974; Tedesco et
al., 2005). Bien évidemment, la taille de I’inoculum et la souche parasitaire jouent
également un grand role dans le résultat final. Tous ces modeles animaux possedent des
avantages et des inconvénients (différences anatomiques, présence de 1ésions, etc.) mais
doivent avoir quelques spécificités afin d’étre valables. Un modele animal doit étre
reproductible, facilement utilisable pour éviter un protocole trop lourd et aisément
comparable a la situation humaine (entrée du parasite, maladie auto-limitante,
implication rétinienne prédominante, taille/distribution/localisation des Iésions,

progression et résolution des 1€sions).

A I’heure actuelle il n’existe pas de consensus international pour le modéle de la TO qui
permettrait I’évaluation de la progression de la maladie, le scoring, la voie d’infection
et les souches de souris. Les modeles utilisés de nos jours permettent malgré tout
d’investiguer les questions clés de la maladie, telles que les mécanismes de base de
I’infection oculaire, bien que trés peu d’entre eux ne soient réalisés avec des souches de
type sud-américaines responsables de la grande majorité des problemes oculaires. La
quéte d’un modele animal satisfaisant mimant au mieux la maladie humaine reste donc

toujours d’actualité.
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Depuis quelques années, 'utilisation de souris pour le modele de la TO s’est affirmée.
En effet, ce petit rongeur possede de nombreux avantages. Il est facilement accessible,
son prix et son cotit d’entretien restent relativement faibles comparés a d’autres espéces,
un grand éventail de réactifs immunologiques sont compatibles avec ce rongeur, un
large panel de souches murines déletées de certains genes sont accessibles et son
génome est séquencé pour différentes races (Atmaca et al., 2004; Jones et al., 2006b;
Lahmar et al., 2010). De surcroit, concernant la TO, la reproduction des caractéristiques
de la maladie humaine ainsi que 1’apparition des lésions chez toutes les races de souris
en font un modele de choix qui autorise également un grand nombre de contrdles (Jones
et al., 2006b; Lu et al., 2005). Le principal inconvénient de cet animal repose sur ses
différences anatomiques avec I’Homme : absence de macula, taille du cristallin plus
importante, cavité vitréenne réduite et petite taille globale de I’ceil qui ne facilite pas les
expérimentations (injection, quantité de matériel final, etc).

Comme pour ’Homme, le fond génétique de 1’animal joue une part importante dans le
développement de la maladie (Araujo et al., 1976; Lu et al., 2005). Les souris C57B1/6
sont dites sensibles a 1’infection toxoplasmique oculaire et développent spontanément
des l1ésions tandis que les souris Swiss-Webster et les Balb/c sont considérées résistantes
(Culbertson et al., 1982; Hu et al., 1999a; Lu et al., 2005; Roberts and McLeod, 1999).
Cette sensibilité ou cette résistance a I’infection provient en partie du complexe H-2
(CMH )). En effet, les haplotypes H-2a et H-2b sont associés a une sensibilité alors que
la résistance est conférée aux complexes H-2d et H-2k (Weiss and Kim, 2011). Dans la
nature, ces susceptibilités sont également retrouvées chez les singes. En effet, certaines
especes sont beaucoup plus sensibles aux toxoplasmes, ceci étant dii probablement a
I’absence de félidés - les hotes définitifs - dans leur environnement naturel (Epiphanio
etal., 2003; Gustafsson et al., 1997; Innes, 1997). Suivant le type de 1ésions recherchées,
le type de souche parasitaire va varier également. En effet, les souches de type I ou
atypiques permettront d’obtenir des atteintes aigués, extensibles et nécrosantes pouvant
causer le déces de I’animal alors que les souches de type II, kystogenes, seront utilisées
dans les modeles de TO subaigué ou chronique ou la maladie est auto-limitante (Hu et
al., 1999a; Lu et al., 2005; Maenz et al., 2014; Norose et al., 2003; Olle et al., 1996;
Suzuki et al., 1995). Ainsi, le choix des souches parasitaires (dose de 1’inoculum et
forme) et des souris est fondamental pour I’élaboration d’un modéele de TO et il est lié

a ’aggravation des 1ésions ainsi qu’aux modifications histologiques.
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IV/ Revue sur la toxoplasmose oculaire

Cette revue publiée dans International Journal for Parasitology en 2014 résume les grandes
lignes telles que 1’épidémiologie, les caractéristiques cliniques et immunologiques, ainsi que
les avancées faites sur la toxoplasmose oculaire (TO). Cette maladie est reconnue comme plus
fréquente qu’auparavant. Cela contribue a changer le regard qui est porté sur elle puisqu’elle
est désormais pergue comme une réelle menace pour la santé des personnes
immunocompétentes. Une dichotomie apparait trés clairement entre d’un coté 1’Europe et
I’ Amérique du Nord et de I’autre I’ Amérique du Sud. En Europe, I’infection est principalement
due aux souches de type II qui engendrent des réponses immunes Thl et Th17, cette derniere
étant délétere pour I’ceil. En Amérique du Sud, une grande hétérogénéité existe, la fréquence et
la sévérité de la TO sont beaucoup plus importantes, ce qui en fait un réel probleme de santé
publique. Les souches sont plus virulentes du fait des formes recombinantes (I/III) dites
atypiques au regard des souches européennes. Certaines de ces souches « atypiques » semblent
avoir un tropisme oculaire ou neuronal. Les réponses immunitaires observées chez ces patients
sont des réponses immunosuppressives ou Th2. Les facteurs génétiques parasitaires sont
fortement impliqués dans la variation de la maladie, tout comme ceux contrdlant la réponse
immunitaire de ’hote. Les modeles animaux ont été revisités et améliorés, notamment ceux
basés sur des souris. A présent ils permettent 1’étude des mécanismes immunologiques régulant
la réponse immunitaire et le développement des 1ésions. Toutefois, une vaste zone d’ombre
persiste autour de la réactivation du parasite et de sa latence dans les tissus de 1’hote. Les
investigations futures devront porter sur les mécanismes autorisant la persistance parasitaire
dans les cellules rétiniennes ainsi que sur I’influence de la diversité génétique de 1’hdte sur les
pathologies primaires et récurrentes a travers 1’étude, vraisemblablement, des régulations
épigénétiques. Une étude devra également s’intéresser a la capacité de prolifération de diverses
souches parasitaires ainsi qu’a I’infection différentielle des différents types de cellules
rétiniennes influencant probablement la virulence spécifique des souches. Ce tropisme oculaire
est crucial pour établir éventuellement une prévention et un traitement plus ciblés. Enfin, dans
le but d’homogénéiser les résultats, des études comparatives utilisant les mémes critéres de

diagnostic et de typage des souches devront également étre mises en place.
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Retnal lesions of other ocular manifestations are seriows conseguences of infecton with the protozean
parasite Toxoplogsma gondi, Whilst classically considered 2 conseguence of congenital transmssion,
recent screening studwes estimated that 2% of T gondi seropositive persons in Evrope and North Ame rica
have retinal besions, most of them persisting unnoticed. The s ation is more dramabc m South America,

:‘f.eﬁad i:f‘:mﬂfzm probabdy due tothe predominanoe of virulent strains. Some of these strains seem to exhibit ocolar or new-
romal tropism and are responsible for severe ool ar lesions, Despite the medical importance, the physio-
= pathological medhanisms have only recently begun to be elecdated. The partcular immune-privileged
h}ﬁpr‘mml sitwation i the eye has to be constdered Studies on French patients showed low or usdetectable ocular
Ocular tocoplasmoss parasite leads, but a chear Th Th1 7 cype immuone reaction. Suitable mouse models have appeared in the
PAMRSHKE STEAS last few years. U sing sach 2 model, IL-17A proved to smpatr parasite control and imnduece pathology, In con-
South Amerka trast, in South Ametican patients, the parasite seems to be much less effice ndy controlled through a Th
Human studies ¥ pe Or SUpPrEessive immune response that favoes parasite replicaton. Finally, several host genetic mark-
Mouse modes ers controlling immune response fators have been associated with ocular v olvement of T gondii infec-
triflarmim ation tion, mainly in South America,
& 20013 Australian Society for Parasitology [nc Pubhished by Bsevier Ltd Al nghts reserved.
1. Introduction exception of congenital infection. However, thorough investigation

While the apicomplexan parasite Toxoplosma gondii infects
approximately one-third of the world's population, transmission
frequency is very variable, owing to temperature and humidity
vanation, as well a5 local eating habits {Montova and Liesenfeld,
2004 ). Following a multiplication phase, where the parasites dis-
seminate throughout the body, the host's immune system takes
control and efiminates most of the parasites, mainly by celiular,
IM-7 driven Thl type responses (Pifer and Yarovinsky, 2011),
However, T. gondii persists in cysts, mostly in musces and the
CNS. These cysts can reactivare when mmmunicy weakens. Conse-
guently, reactivation of cerebral cysts was a major cause of mortal -
ity in AIDS patients before the introduction of effective anti-viral
therapies. The retina has also been identified as the location of dor-
mant cyst forms in mice [Lahmar et al, 2010). Until recencly, the
presence of T. gondii in eye tissues was nor considered to be a
threat to health in immunocompetent persons, with the notable

® Corresponding authors. Tel.: +33 3 64 55 14 45; faxc +33 3 68 B5 38 DAL
E-mal sddresses; pfaffrunistoa fr {AW, PR, candolfidruniscra fr { E. CandolfiL
! Present address Universidad del Reario, Escuela de Madicing y Ciencias de la
Lalud, Departamento de Inmunologl. Bogotd, Colombia

of T. gondii seropositive individuals revealed a non-negligible prev-
alence of retinal lesions, with a life-long risk of recurrence, 1.2, the
appearance of new lesions {Delair er al, 2008), Despite this appar-
ent medical importance, the physiopathology is stll not well
understood, which also thus far prevented the introduction of an
efficient treatment [Holland, 2004 ), This review summarises the
current knowledge, the active fields of research and the ideal ther-

apentic scrategy.

2 Epidemiology

Toxoplasmic retinochoroiditis is the commonest form of poster-
ior uveitis in many countries, Prevalence and incidence of ocular
symptoms after infection depend on socio-economic factors and
the circulating parasite genotypes [Holland, 2003, Furtado er al,,
2013), Doular toxoplasmosis [OT ) is more common in South and
central America, the Caribbean and parts of tropical Africa, com-
pared with Europe and Morthern America, and is quite rare in Chi-
na, Ocular disease in South America is more severe than in other
continents due to the presence of extremely virulent genotypes
of the parasite (Petersen et al, 2012 ). The results obtained in a

OO0 75193600 © 2018 Ausrralian Sockety for Parasitobogy tnc. Publiched by BElsesier Led. All rights reserved.

hetp:) (dedolorg 1 01016 jpara. 200 1,009,007



100 AW, PEF et ol /Internationd foarnal for Parastology #4 [2014] 99- 107

study comparing OT in Europe, North America and South America
suggest that disease characteristics also vary in different areas of
the world {Dodds et al, 2008 ), which obviously has fundamental
consequences for meatment strategies [Saver er af, 201 1)

2.1. Eurppe and North America

There are few studies on the prevalence of OT, Iris usually esti-
mated through funduscopic screening by discovering chorioretinal
scars, suspected to be toxoplasmic, in the general population, as
the concemed individuals are often unaware of the presence of
scars, A large retrospective study in a United States (US) medical
center identified OT as the most common form of posterior uveiris
in the 1990s [ Rodriguez et al. 1996), which was confirmed for var-
ious countries. Generally, it is estimated thar approximatety 2% of
T. gondii seropositive persons will develop retinal lesions {Holland,
2003}, This led to the estimation that in 2009, 1,075,242 persons
became infected in the US, resulting in 21 505 new cases of retinal
lesions, of which 4839 were symptomatic [jones and Holland,
2010),

in Europe, Gilberr et al {1999) placed the incidence of
symptomatic 0T at 0.8/100000 persons per year, and the lifetime
risk (to 60 years of age) at 18/100,000 British born individuals,
Toxoplasma gondii | nfection was the main cause of postenior uveitis
in 1,064 consecurive patients at a national uveiris referral center in
italy between 2002 and 2008, accounting for 6.9% of all uveitis
cases [Cimino et al, 2010) A French multi-renter study showed
thar retinal toxoplasmic lesions could more often anribute
acguired than to congenital infection (Delair et al, 2008) in
Germany, a survey of 1,916 patients seen in a similar serting and
almost concurrently, aise found OT to be the most frequent
diagnosis in panents with posterior wveinis and the cause of 42%
of uweits cases (jakob er al, 2009), Acguired infecrions also may
be complicated by recurrent retinochoroiditis, with recurences
being most common close to the time of acquisition [ Delair et al,
2011}

The incidence of congenital infections varies with the geograph-
ical origin, in paraliel with overall seroprevalence. A large retro-
spective study inthe US estimated the number at approximartely
one in 10000 live birthe (Cuerina et al, 1994), whereas three in
10,000 live births were observed in France [Villena et al, 2010},
A prospective cohort study on Eurcpean children with confirmed
congenital tomoplasmosis found retinal lesions in one of six of
these children, who received treatment for at least 1 vear, after
the first 4 years aof life (Tan er al., 2007). Cunously, same North
American studies found retinal lesions in more than 70% of congen-
itally infected and untreated, and 58% of treated children [Mets
et al, 1996; Phan et al., 2008 ). These discrepancies might be due
to referral bias or divergent criteria for proven toxoplasmic lesions.
In any case, even in countries with low T. gondii seroprevalence,
such as the Netherlands, congenital toxoplasmosis causes consid-
erable morbidity, with retinal lesions playing an important part
[Havelaar-et al., 2007}

2.2 South Americo

The enormous impact of toxoplasmosis on public health is best
demonstrated by the incidence numbers of congenital OT. The esti-
mated number of one case of congenital is in 770 live
births in Brazil [Vasconcelos-Santos et al, 2009) is 5= 15-fold high-
er than what is seen in Europe and North Amenica. A comparative
prospective cohort study of congenitally infected children in Brazil
and Europe showed that Brazitian children were at a five-times
higher risk than European children of developing eye lesions.
Two-thirds of Brazilian children infected with congenital roxoplas-

mosis had eve lesions by 4 years of age compared with one in six in
Europe [Gilberr et al,, 2008}

The burden of OT in South America is impressive not only in
congenitally infected children, but also in adolescents and adults,
most of whom have presumably acquired infection posinatally
(Ajzenberz, 2011). Population-based studies of thizs age group
showed that the prevalence of OT is higher in South America com-
pared with North America, Inirial studies found an OT prevalence
as high as 17.7% in the Erechim region in southern Brazil {Glasner
er al, 1992). However, the situation within South America seems o
be much more heterogeneous than in Europe or Morth America, A
survey of university students and employees in the Colombian
town of Armenia (Quindio region) diagnosed OT in 6% of the study
group, 20% of which had visual impairment. {De-la-Torre et al,
2007}, The prevalence of congenital toxoplasmosis im this region
was estimated at 0.5%. Although the academic study group might
not be altogether representative of the overall population, this
study suggests a predominance of postnatally acquired OT, The
incidence of OT has been estimated to be three new episodes per
100,000 inhabitancs per year (De-la-Tome et al, 2009 ), compared
with 0.4 cases per 100,000 persons in British-born patients [Gilber
er al., 1999), Additionally, striking differences are seen even within
Colombia In military personnel operating in the jungie, T gondii
seropositvity was significantly higher than in those serving in Bo-
gota, alter only | year of service {BOX versus 45% ), but characteris-
tic toxoplasmic chororetinal lesions were only found in four
soldiers that operated inthe jungie {0.8%) and in one urban soldier
{0.19%) (Gomez-Marin et al, 2012). Conseguently, T gondii strain
distribution and OT frequency may vary considerably.

Assuming that half of the 41 million inhabirants of Colombia are
chronically infected with 7. gondii, we can estimarte that | million
peopie live with retinochoroidal scars and at least 200,000 suffer
trom unilateral legal blindness due to this infection inthis country.
1f we transpose this scenario to the whole population living in rop-
ical parts of South America, espedaily inBrazil, we have to become
aware that the neglected tropical disease OT is in fact a leading
cause of blindness in South America [De-la-Tomre et al, 2007;
Ajzenberz, 20110

Some studies estimated the proportion of seropositive patients
who will eventually develop retinal lesions. In Southem Brazil, 383
persons were reexamined to determine the rares of seroconversion
and the incidence of toxoplasmic retinal lesions in individuals who
were seronegative for T. gondii infaction. In this sedes, 11 (8.3%) of
131 individuals who were seropositive without ocular lesions in
1950 were found to have typical lesions by 1997 (Silveira et al,
2001 ). The above-mentioned Colombian study {De-la-Torre et al,
2007 ) suggests that 11% of peopie with acgquired infection develop
ocular lesions,

1. Clinical appearance
3.1. Eurppe md North America

In young children, OT may be asym ptomaric, Children who are
abte to vocalise may complain of decreased vision or ocular pain,
while parents may note leukocoria or strabismus. Adules often
present with floaters, which may be associated with altered vision,
The 'classic’ sign of infection includes retinal scars, white-appear-
ing lesions in the acrive phase often associated with vitritis {Hol-
fand, 2000, 2004 ; Butler et al., 2013). Depending on the size and
thickness of involved retina the overlying vitreous and subjacent
choroid are varably involved. Spontanenus resolution of active ret-
inochoroiditis is the rule in immunocompetent patients, resulting
in an atrophic, wefl-defined scar. Complications may include
fibrous bands, secondary serows or rhegmatogenods retinal
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detachments, optic neuritis and neuropathy, cataracts, increased
intrancutar pressure during active infection, and choroidal neovas-
cular membranes {Vasconcelos-Santos, 2012; Butler er al, 2013 )

Interestingly, Bosch-Driessen et al. {2002 ) found a significantly
increased likelihood of macular lesions (ie, 46% versus 16%), as
well as bil ateral disease {i.e. E5% versus 28%), in congenital versus
postnatal infections, respectively. Mets et al [1996) reported
macular involvement in 55% and bilateral involvement in 51% of
94 patients with confirmed congenital OT. Congenital infections
are not necessarily more severe than postnatal cases, but given
the higher incidence of maoula involvement, congenital infection
carries an increased risk of legal blindness {Bosch-Driessen et al.,
2002 Holland, 2004; Butier et al, 2013) Recently, Holland
(2009 reported an unadjusted rate of recurrence of 0.2 episodes/
year in a cohort of 143 Dutch patients followed for up to 41 years.
They noted the recurrence risk decreased with increasing disease-
free intervals and increasing age at first clinical episode [ Holiand,
2009 ). Recurrences of active retinochoroiditis have been reported
to occur in 79% of 76 patients followed for over 5 years, predomi-
nantly along the scar border (Bosch-Driessen er al, 2002}, In
immupocompromised patients recurrence is the rule in the
absence of long-term anti-parasitic therapy (Pivetti-Pezzi et al,
1994 Hodze e al, 1998),

Recurrences in untreated congenital toxoplasmosis ooour
during teenage years. Manifestations at birth are less severe and
recurrences are fewer in those who were treated prompity, early
in the course of their disease in urero and in the first year of life.
European studies suggested that up to 9% of children with retinal
lesions due to congenital toxoplasmosis have significant bilateral
vision impairment [Tan et al., 2007},

3.2. South America

Ocular disease in South America is not only more frequent but
also more severe than in Europe and North America Congenital
toxoplasmosis caused by atypical genotypes is often more severe
than that caused by the canonical strains [Dodds et al, 2008;
Lindsay and Dubey, 201 1) Comparison of cohorts of congenitally
infected children from different continents showed that congenital
toxoplasmosis is more often symptomatic in South Americathanin
Europe, with different studies showing that approximately 50% of
children will develop ocular lesions during the first year of life
[Thiebaurt et al,, 2007; Gilbert et al, 2008), Additionally, lesions
are larger, more numerous, more recument and more likely to im-
pair vision In Colombia, the lethality rate in congenitally infected
children in the absence of prenatal treatment is as high as 25%
[Gomez-Marin et al, 201 1)

Recurrences in OT patients have been reported to have a fre-
guency of two episodes each 11 years in a Colombian study, with
recurrences clustering soon after an active attack (De-la-Tome
er al., 2009), Regarding all of these elements, it becomes evident
thar quality of life in South American OT patients is significanthy
affected, espedially if they have hbilateral lesions and freguent
recurrences [ De-la-Tome ot al, 2011)

4. Immunological aspects
4.1. Ocular fmmune response

Given the immune priviteged ocular environment, we first out-
line the principal particularities of specific immunological features
in the eve Crucially, this system controls the development of anti-
retinal immune reactions in multiple ways, well beyond a simple
phwsical separation of the ocular companment [Streilein, 2003),
it has long been realised thar the infraccular environment
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diminishes cellular activation [Streilein, 1993 ) Retinal pigmented
epithelial {RPE) cells have been shown to secrete TGF-p and other
immunosuppressive mediators (Sugita er al., 2006) and to inhibic
T-cell development in a contact-dependent manner { Sugita et al,
2008). This explains, at least in part, the absence of peripheral
T-cell reactivity against anfigens encountered within the eye,
Additionally, this efficient exclusion of anti -ocular T-cell responses
has another downside: the increased likelihood of these hidden
antigens to induce autoimmune reactions. Indeed when, for exam-
ple through pathogen-induced injury, the blood-reninal barrier is
breached, T-cells might encounter these 'unknown’ antigens which
suddenty appear in the periphery, as ‘non-self and initiate a deeri-
mental reaction cascade (Caspi, 2006) Many systemic human
autoimmune diseases affect the eye, demonstrating the vulnerabil-
ity of this organ to pathological self-attack {Barisani-Asenbauer
et al,, 2012), This condition has been modelled by the inducible
mouse disease, experimental autoimmune wveitis, and thoroughly
immunologically characterised (Horai and Caspi, 2011). Interest-
ingly, while a Th17 response seems to be responsible for pathology
upon retinal antigen administration, injection of antigen-pulsed
dendritic cetls induces a Thl -driven uweitis {Caspi, 2008), Further
studies showed that the cytokines IL-17A and IL-17F activate RPE
cells and compromise their barmier function {Chen et al,, 201 1). This
very likely leads to an enhanced influx of Inflammatory cells and
retinal damage, and demonstrated again the detrimental role of
an ocular Th17 type reaction during inflammatory processes.

The retina also possesses specialised cell types which often as-
sume dual functions: preserving the sructural and functional
integrity of this organ and maintaining the metabolic homeostasis
of the fragile neurons, The RPE cells are certainly the best known
example, as indicated above, Moreover (D40 stimulated RPE cells
eliminate T. gondii through an autophagic process (Van Grol et al,
2013), However, the diverse types of glial cells also actively partic-
ipate in the immune equilibrium, Muller cells, which span the en-
tire thickness of the retina, have been identified as suardians of
neuron integrity in the healthy and diseased retina [Bringmann
et al, 2006), When infected with T. gondii in vitro, Muller cells
secrete a large panel of immune mediators (Knight et al, 2006),
Howewer, it is not yet known whether this activation is protective
or detrimental to the adjacent neurcnal cells. As a sell-protective
mechanism, (D40-associated autophagy was recenty described

to protect against photoreceptor degeneration {Chen er al, 2013).
42, Studies on human OT

Due to the very limited access to ocular tissue, pathophysiolog-
ical studies on humans are rare, Some post-mortem examinations
described histopathological featwres (Butier er al, 2013), bu
immunological investigations usually looked at immune mediators
in the peripheral blood or genetic markers { see below ). Therefore,
we assessed cytokine concentrations in agueous humor, taken by
puncture at the same time as the diagnosis, as ocolar fluids are
the maost reliable samples to test for the presence of Texoplosma
DNA andjor focal specific antibody production (Vilfard er al,
2002). This allowed the study of the local immune response to Tox-
oplosma in biclegically confirmed OT cases. Furthermore, the Bio-
Plex" technology allowed the simultaneous evaluation of more
than 20 markers in the small available volumes. Interestingly,
our retrospective study of patients with toxoplasmic, viral and
intermediate uveitis showed a marked expression of IL-17A in
the agueous humor of most patients with 0T, but not viral uveits
{Lahmar etal,, 2009), k was also observed that Thl cytokines (IL-2,
IFN-y) as well as inflammatory (IL-6, IL-17, MCP-1) and downreg-
ulating cytokines [IL-10) were strongly upresulated in agueous
humor of patients with confirmed OT. The Th2 ovtokine IL-13
was only weakly upregulated. Interestingly, TNF-x levels remained
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unchanged {Lahmar et al.. 2009 Sauer et al., 201 2}, This inflamma-
tory pattern implicating a Th17 rype response and the self-limiting
nature of inflammation is similar to the previously described
autoimmune diseases, which indicares the direcrion of furcher
investization. However, it has to be kept in mind that there is no
evidence of an aurcimmune component in the development of
0T, and treatment strategies have to consider the infectious nature
of this condition

Az the epidemiology and clinical course of South American
infections are so different, a study to compare the cytokinome as
well as the clinical characteristics of French and Colombian OT
patients has been conducted. Colombian patients show a more
suppressive immune reaction with lowered IMN-v and IL-17A
levels associated with drasticaly higher local parasite prolifera-
tion Paradomically, IL-6 levels are significantly elevated in OT
patients {Deda-Torre et al, 2013).

4.3, Modeting physiopathodogy in mimals

Thorough insight into the parasitological and immunological
dynamics of retinal infection requires adapeed animal models,
especially in the mouse. Great progress towards establishment of
such modeds was made in recent vears, which will increase our
understanding of the Immunological mechanisms regulating
parasite proliferation and the cellular actors involved in the
immune response, as well as the formation of retinal lesions.
In the longer term, this modelling will allow the develnpment
of pew therapeutic tools through the identification of spedfic
targets.

The first described animal models used oral or Lp. infection of
adult or pregnant mice in order to mimic natural infection, which
idenrtified the roles of some key cytokines [Jones et al,, 2006). The
majority of mice developed minor wveitis and retinal vasculitis.
The uveitis is characterised by an infiltration of CD4+ lymphocytes
and macrophages into the retina and by IFN-y and TNF-x tran-
scription in retinal lymphocytes, Chemokines such as CXCL10 are
important in this protective response [Morose et al, 2011). Para-
sites have rarely been detecrted in st in these mice, Treating mice
with anti-CD4+ or anti-(D8+ antibodies provoked an increase in
ocular cyst numbers, whereas treatment with anti-IFN-y or anti-
TNF-2 antibodies prodoced lesions containing tachyzoites
{Gazzineili et al, 1994; Pavesio et al., 1995, Gormiey et al,, 1999;
Sauer et al, 2009). A recent publication confirmed the up-regula-
tion of IL-17A in the retina and the pivotal role of IFN-y using
kneockout [KD) mice {Kikumura et al, 2012 ). Of note, the histopa-
thological characreristics of KO mice or mice treated with newtral-
ising antibodies resemble those seen in immunodepressed
patients, rather than the nommal course of infection in immuno-
competent individuals, The main problem with this infection
protocol is' the inconsistent rate and slow kinetics of lesion
formation, making detailed immunological studies difficulc
interpret, Moreover, these experiments could not distinguish
between systemic and local effects of cytokines.

Several injection routes close to the eye were tested but proved
less than ideal, Subconjunctival injection in guinea pigs did not re-
sult in any retinal effects (Skorich et al., 1988 ). The injection via the
right carotid in cats reproduced chorioretinitis lesions. However,
this model induced vasculitis and rather non-reproducible ocular
lesions (Davidson et al., 1993; Sauer et al, 2009), The eye drop
institlation technique was also tested, showing the same pattem
of infection as intravitreal infection, with a lower inflammatory
infiltrare and the advantage of not causing mechanical damage
[Tedesco et al, 2005)

The model of OT wusing incravirreal tachyzoite injection repro-
duces key features of the homan disease with much higher success
rates than systemiic infection. It has already proven its
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effectivensss in 2 non-human primates | Holland et al, 1988) and
rabbits (Carweg et al., 1998), This intravitreéal injection in the rab-
bit model was also combined with a previous systemic infection to
test the hypothesis of an autoimmune component in OT. However,
their resulrs did not indicate che stimulanion of a reaction against
retinal antigens by T. gondii presence in the eye [Carweg et al,
2009). More recently, intravitreal injection has been introduced
in the mouse model (Lu et al, 2005; Charles et al,, 2007). The use
of very fine {30 Gauge ) needles allows maodetling of the character-
istics of human OT with little or no post-injection lesions. This
model was psed to test the role of SAG1 in ocular infection, and
to dernonserate that immune suppressing properties of retinal cells
are induced by local T gondii infection [Charies et al, 2007, 2010
Mimura et af, 2012) We employed simultaneous intravitreal
injection of parasiees and npeutralising antibodies to characterise
the intraocular cytokinome foltowing T. gondii infection in mare
detail. We demonstrated that IL-17A was indeed responsible for
the retinal pathology, but also for enhanced retinal parasite prolif-
eration, partly by suppression of the protective cytokine IFN-y
(Sauer et al, 2012). Additionally, our recently adapted protocol of
systemic infection and Intravitreal challenge as an approximate
model of OT recurrence will soon permit novel insights in this
aspect of OT,

In mouse experiments aimed at the pathological and immuno-
logical dynamics of congenital infection, we observed retinal
lesions in some eyes 4 weeks after birth Interestingly, infection
rate and parasite load in the eye were always inferior to the brain.
We also demonstrated that neonatal infection constitutes a valid
and more efficient model for congenital infection {Sauver er al,
2009; Lahmar et al,, 2010), Finalty, we used the recurrence model
in neonatally infected mice to demonstrate a shift from a patholog-
ical Th17 type response upon primary infection to 2 more benign
Thi/Th2{Treg response in rechallenged animals following
neonatal infection [Saver et al, 2013 ), We have to keep in mind,
however, that nearly all of these experiments were done with a
canonical type Il strain of T gondii. The use of afypical strains could
shed light on the particular mechanisms at play in South American
infectione.

4.4, lmmunology; outlook

The striking difference berween European/Morth American
and South American forms of toxoplasmosis initiated consider-
able research activity to eluddate physiopathological mecha-
nisms. The few existing immunological studies on OT patients
allow us to outline the specfic immune response pattern in
Eurcpean and North American patients, in comparison with
their South American counterparts (Fig. 1). Further, more de-
tailed studies are necessary, especially in the more hetercge-
neous South Amercan setfing, to invesigate more subtle
differences such as recurrences and severity of disease.

Beyond pure comelation, the introduction and continuous
refinement of suitable animal models gradoally opens the way
for a thorough mechapistic comprehension of retinal infection
and inflammation. This is mainly true for the role of the IL-17
dependent inflammatory response and jts relation to the protec-
tive IFN-y driven response [Fig, 1). Many questions remain open
to investigation Th2 cytokines might have a more important
role than previously thought in local antbody production, as
well as by their immune regulatory properties. Moreover, the
regulation of the Th17 type response is central to our under-
standing of the inflammatory process and should be more thor-
oughly investigated, for example the role of IL-6 which is
involved in Th17 cell polarisation, but was paradoxically shown
to protect against retinal pathology (Lyons er al, 2001). Even if



AW. Pfaff et al./ Internanonal journal for Rarasitolagy 44 (2074) 99-107 103

(A) Europe and North America

YT

IL-12

107"

e L

? jas?

w-137

[%IL6)?
n-2s

T Y 7 (A86)?
=P Strong induction
—==» Weak induction

Fig. 1. Proposed scheme of pathology and immune response of ocular toxoplasmasis (OT), according to the data known to date. (A) The type Il Joxoplasma gondy strain,
predominating in Euwrope and Nerth Amenca. induces both Thi and Thi 7 type responses. It seems that 11-17A is responable for retinal pathology. as well as for
suppression of a protective IFN-y dnven response, as neutralisation of this cytokine reverses, at least pamially. both effects. This pathological process s usually self-
limirmg with rime, leading 1o moderate retinal pathology and relatively small lesions. Regulatory T (Treg) cells and perhaps The cells seem o be suppressed by [L-17A. b
many details (drawn in red) remain to be eucidated. namely the induction and regulanon of IL-17 A production (arund 11-6 and IL-23), the possible Invelvement of other
117 family members and the exact rale of Th and jor Treg cells in the interaction between IL-17A and IFN-y (B) The arypical and highly vanable strains observed in
South America, in contrast. induce very litle production of both IFN-y and IL-17A. Cunously, 11-5 is up-regulated in patients. The relative absence of IFN-y allows
uncontolled parasite replication, which results in severe pathology with numermus, larger lesions. Much less 15 known about the immunological regulation of this precess

than in rype Il infection

rthis study used systemic infection and IL-6 KO mice, thus mak-
ing it difficult to distinguish between local and systemic effects
of IL-6, it illustrates the complexity of intrancular inflammartion
and demonstrates the need to study this process in detail in
the process of developing therapeutic intervention. It seems fto
be clear that a future immune-based intervention will have to
take into account the profound geographical differences in OT.
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5. Immunogenetics
5.1. Parasite factors
The highly variable clinical expression leads to the guestion of

the respective roles of host or parasite genetic factors. The three
canonical European and North American strain types [, I and [l
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show clear differences in mouse virulence, In contrast, humans are
generally less susceptibie to Toxoplosma infection, and differences
between strains are often less clear-cut. However, some Toxo
plosma outbreaks with unusually severe ocular pathology, eg. in
Canada in 1994-95 [Bumetr et al, 1998), have been associated
with the mouse-virulent type | parasite. Even more than the differ-
ences among the classical genotypes, the discovery of highly van-
able and often pathogenic strains in South Amenca (Grige et al,
2001) elicited research with assodations between the parasite
senome and ocular pathology,

Amajor obstacle for parasite genotyping is the small quantity of
parasites isolated from patients, which often does not allew PCR
amplification and sequencing of a sufficient number of locl Crigg
et al. (2001 | performed PCR resiriction fragment length poly mor-
phism {RFLP) assays for SAG3 (p43) and SAGS [p18), two single
copy surface antigen genes. Together with strategies for SAGY,
SALG2 and B1, muitilocus RFLP analyses were performed on PCR-
amplified parasite DNA present in 12 clinical specimens from OT
patients. Most samples [8/12 ) were not infected by type Il or type
i straips. Only one type Il and three type |l strains were identi-
fied, all from immunosuppressed patients. In six othenwise healthy
adulrs and in one immunosuppressed patient, the SAGT allele asso-
ciated with type | was amplified. Of 12 samples, three possessed
true type | strains; five of 12 had new recombinant genotypes with
alleles typical of type | or Wl strains at all loci examined {Crigg
et al., 2001). In Poland, samples taken from peripheral blood of
73 patients with OT identified only type | strains as determined
by sequencing Toxpplasma non-transcrnibed spacer 2 (NTR). How-
ever, as only one allele was analysed, this result is unlikely o re-
flect the real genotype in all infections (Switaj er al, Z006)
Another multilocus typing study on Brazilian OT patients revealed
highty divergent genotypes, mostly of a ill genotype {Khan et al,,
2006). In contrast, direct genoty ping of T. gondii strains from ague-
ous of vitreous humor of 20 French OT patients showed a predom -
inance of type Il strains, but in this case, multiple microsatellite
alleles were anatysed {Feklcar et al, 201 1), In Colombia, SAGZ geno-
typing data in humans and animais also suggested a predominance
of the type | allele (Gallego et al., 2006), A major breakthrough was
the development of serotyping rechnigues to overcome the prob-
lem of insufficient parasite numbers for PCR-based genotyping
[Kong et al., 2003). This allowed a comparative study between
European and South Amencan infection using large cohores, which
confirmed the homogeneous distribution of serotype U in Europe
and of semntypes I/ill in South Amerca (Morsser et al, 2008). Of
note, these serotype results are based on a few and probably still
not very accurate markers. These presumed oype | or Il strains
will, in the future, be more precisely characterised. Altozether,
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Severe ocular toxoplas moss

larger lesions, more- - »
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these dara strongly suzgest the existence of distnct European)
Morth American and South Amencan Toxoplaosmao populations,
Additionally, it is important to keep inmind that, with the increase
inworldwide travel and trade, T. gondii can appear in human cases
in locations far from its onigin, This may explain reports of very se-
vere cases in North America and Europe (Masur et al, 1978; Po
mares et al., 2011 %

Mow that the tools are available, it would be interesting to elu-
cidate the apparent differences in pathology berween strains. For
example, some of these non-archetypical strains exhibit ONS or
ocular tropism, whereas others do not, as seen in local outbreaks
with high incidence of retinal affection, or its total absence [de
Moura et al, 2006), Mouse studies have shown that monocytes
and dendritic cells function as shuottles to transport tachyzoites
into the brain, but this has to date only been shown for the canon-
ical strains, Interestingly, RH, bat alzo South American strains are
able to migrare chrough human retinal vascular endothelium as
free tachyzoites {Furtado er al., 2012, As for multiplication, avim-
lent strains show a preference for microglia over astrocytes
whereas the viruleat strain infects both types of cells with egual
effidency [Fischer et al., 1997 ). Strain-specific differences in Toxo-
plosma m the modulation of retinal host cell transcription have
been identified previously [Knight er al, 2005), Therefore, there
is experimental evidence that preferential invasion of nervous
and retinal cells may depend of the infecting strain type,

5.2. Host genetic factors

Genetic linkage studies to identify host susceptibility markers
are difficalt to conduce, due oo the low number of cases in Europe
and Morth America, Chances are much better in Brazilian regions
with a very high prevalence of OT, and nearly all genetic studies
were undertaken in these regions. Cbviously, genes coding for
known immune mediators or their promoter regions were checked
for association with clinically apparent OT, A polymorphism of the
extracellular pattern recognition recepeor TLR9 was associated
with toxoplasmic retinochorioditis in patients originating from
the state of Fio de Janeire, Brazil {Peixoto-Rangel er al,, 2009). Re-
cently, another study found an association with the intracellular
pattem recognition receptor NOD2 in patients from the same re-
mion, as well as from the Belo Horzonte region Brazil [Dutra
et al, 2013

In recent years, genes coding for imeunological factors known
to influence the course of Toveplasma infection and the respective
promoter regions have been compared between OT patients and
controls in endemic Brazilian regions, Thus, the IFN-y +B74T/A
gene polymorphism comelated with OT [Albuguergue et al,
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Fig. & Geographical divergence of clinical human ocular toxoplasmosis.
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2009 ). While it was not detailed whether this polymorphism chan-
ged |FN-7 expression levels, a series of studies from Belo Horizonte
University made guantitative assessments. A polymorphism in the
IL-1 gene which leads to higher levels of the comresponding protein
was positively correlated with recurrence, but not overall OT fre-
guency {Cordeiro et al., 2008c). In contrast, for a polymorphism
in the IL-6 promoter | —174 G/C). the variant which leads to lower
IL-6 production was associated with enhanced OT frequency
[Cordeiro e al, 2013 ). In another study, the genotypes related with
low 1L- 10 production {1082 G/A polymorphism) were associated
with the pccurrence of OT (Cordeiro et al, 2008a ). Interestingly, the
THF-x [ -308 G/A ) polymorphism, which was shown to influence a
varery of inflammatory and infections diseases, could not be cor-
related with freqguency of OT occurrence or recurrence | Cordeirm
et al, 2008b ). This resulr corresponds with our cbservations in
human (Lahmar et al,, 2009; Sauer et al,, 2012 ) and murine studies
(Sawer et al. 2013), which also did et show a change in TNF-2
EXPression.

Jamieson and colleagues looked, in a large multi center study,
at cohores of mother-child duos in Europe and parent -child trios
in North America to identify factors associated with the develop-
mentor not of ocular disease following congenital infection. Poly-
maorphisms in 00241 and ABCA4 coding for retinal proteins known
for their involvement in genetic retinal disorders indeed comelated
with OT expression [ Jamieson et al, 2008 ). Such association was
also found, in the North American cohort, for polymorphisms in
the gene coding for P2X(7 ) [ Jamieson et al, 2010), 2 receptor pro-
tein known to participate in inflammasome activation

Tegether, despite searching only for a restricted numbers of
factors, these association smodies demonstrate the importance of
key immune factors in human OT development and validate results
obtained from the above putlined mouse studies

6. Retinal latency

Toxoplasma gondii remains latent in the retina within cysts. A
remarkable feature of retinal cysts is the nearty complete absence
of inflammation in the surrounding tissue, except dunng recur-
rences, as stated by us and other investigators. The mechanisms
which allow s survival and long-term persistence by triggenng
the down-regulation of a major inflammatory response are still un-
known A clue might be the fact that the intracellular presence of
Toxpplosmo results in efficient dysregulation of the cell cycle
(Brunet et al, 2008 ) and, more geperally, the intracellular machin-
ery and transcriptional changes. Targeting regulatory cascades
controfling chromarin senucture o subvert host cell funcrion allows
the parasite to simuitanecusly down-regulate franscription of
several host gepes. Transcriprional initiation of many genes re-
guires changes in chromatin structure surrounding the promoter.
The most common mechanisms to indace epigenetic changes and
control gene expression are DNA methylation and histone modifi-
cations by chromatin-remodeling complexes and histone-
modifying enzymes. In the last few years, evidence has accumu-
lated that histone modifications and chromatin remodeling are
key targers for pathogen manipulation dunng infection
(Gomez-Diaz et al, 2012).

The ability of T. gondii to establish chronic infection depends
especially on various immune evasion strategies. The parasite has
developed epigenetic mechanisms by which it can render the
host's immune responses inactive and undergo latency, Toxaplasmo
gondii prevents overinduction of pro-inflammatory cytokine pro-
duction, a response that enables host survival and allows establish-
ment of persistent infection in the host Long-term transcriptional
silencing by chromatin remodeling of IFN-y-regulated promoters
was found to have an important role in suppression of a host's

immune response to T. gondii infection (Lang er al., 2012}, Toxo-
pisma gondii regulates both inflammatory cytokines such as
THF-% [Leng et al,, 2009), as well as anti-inflammatory mediators
such & IL-10 (Leng and Denkers, 2009), to optimise its
environment. _

Histone modification and chromatin remodeling by T gondii
infection is an emerging field of study and future work will deter-
mine how epigenetic regul ation of gene expression by T. gondii se-
creted proteins could be a geperal mechanism to enhance
intracetlular survival and reservoir persistence in immune privi-
leged organs, thus maximising its chances of transmission. Rnally,
this could tead to identification of new potential targets for future
development of novel therapeunc iNEervention Strategies.

7. Perspectives

Obwiously, OT is not the same disease in Europe and in South
America (Fig. 2], with crucial conseguences for treatment strate-
gies, The geographical mapping of OT is beginning to take shape.
However, there are still considerable discrepancies between some
studies, maybe due to the evolution of diagnostic tools. Compara-
tive studies should be undertaken, using the same criteria in diag-
nosis and strain typing,

Concemning more fundamental research, there are still very few
data on the differential infection and proliferation capacity of the
different T gondii strains in various retinal cell rypes. These differ-
ential mechanisms are certainty a major factor determining strain-
specific virulence. A special focus should be on the maolecular
mechanisms allowing parasite persistence in retinal cells and the
influence of host genetic diversity on primary parhology and recur-
rence. It is certain that an important part of the answer will be
found at the epigenetic level. Finally, from a medical point of view,
the reason for ocular tropism of certain strains is of primordial
interest, as it could direct prevention and treatment in a more tar-
gered way, Clearly, the actual approach of a monotherapy using
steroids is far from ideal (Carweg and Stanford, 2013 ). More gener-
ally, elucidating strain dependent involvement of the IL-6-1L-23-
IL-17 inflammatory cascade should result in targeted treatment
according to the infecting strain, the patient’s genetic disposition
and the severity of the lesions.

Aclmowledz ments

We wanr to thank Gabriela Castafio-De-la-Torre for the Toxo-
plosma drawings, Our work has been supported in France by the
Fondation de Recherche Médicale {Retinal Physiopathology pro-
gram, Grant DPR20121125433) and the Programme Hospitalier
de Recherche Clinique (Grant PHRC 2007-3964); in Colombia by
Colclencias [Grants 111345921861 and 111351929258 ), Further
support came from the French-Colombian exchange program
ECOS-Nord [Grant C10501 ). ER. has received a Berthe Fouassier
PhD. scholarship of the Fondation de France (Granes 12165 and
2012-32622)

References

Mzenberg D, 2011 Upresolved quesoons abour the most seccessful known
parasive. Expert Rev. And Infect. Ther. 9, 189-171.

Albuguemue, ML, Aleieo, AL, Benchimol, El, leandro, AL, das MNeves, LA,
Vicente, R.Y., Bonecini-Almeida Mda G, Amendoeira, ME., 2009, The [FN-
mmima +EMTA gepe polymorphism is associated with retinochoroidits
meoplasmosis susceptibility. Mem. Inst Uswaldo Cruz 104, 451-455,

BarizankAsenbaver, T, Maca, &M, Mejdoubi, L, Emminger, W., Machold, K., Auer,
H., 201Z. Uweltis- a rare disease ofren assoclared with sysremic diseases and
infections- a systematic review of 2619 patients, Omphanet | Rare Dis, 7, 57,

Bosch-Driessen, LE., Berendschor, T.T,, Ongkosuwito, |V, Rothowa, A&, 2002, Ocular
tooplasmosiy: climkcal fearures and prognosis of 154 patienis. Ophthalmology
104, BES-E TR

74



W6 AW, PRff et ol | futernationdl fournd for Parasitoiogy 44 (2014) 99- 107

Bringmann, A, Pannicke, T, Grosche, |, Francke, M., W iedemann, P, Skatchkoy, SN,
Osbarng, MM, Reichenbach, A, 2006, Muller cells in the healthy and diseased
refina ng Retin. Eye Res. 25, 397424,

Brunet, J.. Pfaff, AW ., Abidi, A, Unoki, M., Nakamura, ¥., Guisard, M., Kem, P,
Candolfi, E., Mousl, M., 2008, Touwplzsnw gondi exploits UHRFT and induces
host cell cycle amest ar G2 to enable its proliferacion. Cell. Microblel, 10, B08-
9x,

Bumett, A )., Shortt, 5.0, Baac-Renton, |, King, &, Werker, D, Bowie, W.E., 1995,
Mulrlple rases of acquired toxoplasmosis retinitls presenting in an ourhreak.
Ophthalmology 105, 1032-103 7.

Butler, M., Furtado, |.M., Winthrop, KL, Smith, |, 2013, Dcular toxoplasmosis 1
clintcal features, pathology and management. Clin. Exp. Ophthalmol. 413, 95
108.

LCaspl, B, 2008, Autolmmunity n the mmune privileged eye; pathogenic and
regulatory T cebls. Immunol. Res. 42, 41-50.

Caspl, BLE., 2008, Ocular autolmmunity: the price of privilege? Immunol. Rew. 213,
23-35,

Charles, E, Callegan, M.C, Blader, 1}, 2007, The 5AG1 Tosoplemne pondi surBcoe
protein ks mot required for acute ocular toxoplismosis in mice. Infect. fmmun.
¥5, 2079-2081.

Charles, E., joshi, &, Ash, .0, Fox, BA. Farns, A0, Bzik, Do}, Lang M L, Blader, 1}.
2010, (04 T-céll suppression by cells from Foonpimsma goedi- infectod revinas is
mediared by suface provein PD-LL Infect. mmun, 78, 3484 3400

then, ¥, Yang, P L, F, Kijlam, &, 2011. The effects of Th17 cytokines on the
Inflammatory mediator production and barrer functlon of ARPE-19 celis. PLos
OME B, el 5139,

then, Y., Sawada, 0, Kohno, H., Le, ¥£, Subauste, T, Maeda, T, Maeda, A 2013,
Autophagy protects the retna from light-tnduced degenerarion, |, Biol, Chem.
IBE, T506-T51E.

Cimino, L., Aldigen, B, Sabarany, C., Zol, CA, Boiandi, L, Parmeggant, M., Casall B,
Cappuccimi, L, 2010, The causes of uveits in a refemal centre of Morthern iraly,
Int. Ophthalmml. 30, 521-520,

Cordeiro, CA, Moreira, PR, Andrade, M5, Datr, W.0., Campas, W.E., Orefice, F,
Telegira, AL, 200Ba. inerleukin-10 gene polymomphism |- 10BZGIA) is
associated wirh tomoplasmic retnochomidits, loeest. Ophthalmolb Vis. Sci. 49,
19701982,

Cordeira, CA, Moeim, PR, Costa, G.C, Dutm, W0, Campaos, WK, Orefice, F,
Tekeera, AL, 200Bh, TMF-alpha gene polymomphism | 308G/A) and
toxoplazsmic rednochoroidits. Br. | Ophrhalmaol. 93, 986-088

Cordeirn, CA., Momeim, PR, Costa, GC, Dutm, W, 0, Campas, \W.KE, Orefice, F,
Temeira, AL, Z00BC Interlenkin-] gene polymorphisms and romplasmic
revinochoroiditis, Mol. Vie. 14, 1845- 1549,

Cordeira, CA., Moreira, PR, Bessa, TF, Cos@, GL., Dutra, W.0O., Campos, W.E.,
Orefice, F., Young LH, Telxeira, AL, 2013, interleukin-6 gene polymorphism
|- U GJC) 15 associated with oxoplasmic recinochorokditis: Acra Ophthalmal.
o1, el-314

Davidson, MG, Lappin, M.E, English, .Y, Tomplkms, M.B, 1993 A feline model of
ocular roplasmosis. vest Ophthalmol. Wis, Sci. 34, 3653-3660.

De-la-Tarme, A, Gonzalez, G, Diaz-Ramirez, |, Gomez-Marin, |LE, 2007, Screening by
ophthalmoscopy for Toeoplesmo  retinochoroidicis in Colombia, Am. |
Ophthalmol. 143, 354-356.

Deda-Tarre, &, Mos-Cadavid, AC, Cardozo-farchy, CM, Gomez-Mann, LE, 20049,
Frequency and factors assocaced wich recurrences of ocular eoplasmosis in a
refermal cencre in Cotombia. Br. ), Ophthalmol 93, 1001-T004,

Deda-Tarre, A, Gonzales-Lopez, {5, Montoya-Gutiemes, LM, Marin-Arango, V.,
Gomez-Marin, LE., 3011, Quality of life assesement inocular meoplasmosisina
Colombian populaton. Ocul. Immunecl Inflamm, 19, 2&2 268,

Deda-Torm, A, Sauer, A, Pfaff, AW, Boumier, T, Brunet, |, Speeg-Schaw, €,
Ballonzoli, L, Vilard, 0, Agenberg, D, Sundar, N, ﬁt.ﬂnmm
JE., Candolfi, E, 3013 Severe South Amercan ocular toxoplasmosis is
associated with decreased IFN-gamma/li-174 amd increased H-6/IL-13
intraocular kevels. Plob Trop. Dis. [in peess}.

de Moura, L., Bahia-Oliveira, LM, Wada, MY, Jones, |1, Tubol, S5, Carmo, EH.,
Ramalho, W.M,, Camargn, N.].. Trevisan, B, Graca, B, da Sihea, AL, Moura, L,
Dubey, P, Gamett, D0, 2006, Warerborne toeoplasmosis, Brazil, from Geld m
eene Emerg Inkect, Dis, 12, 326-329,

Delair, E. Monnet, ., Grabar, 5., Dopouy-Camer, |, Yera, H., Brezm, AP, 2008,
Respective roles of acquired and congenital infections in presumed ocular
roxoplasmisis. Am. |, Ophthalmaol. 146, B51 B35,

Delair, E., Lackany, P, Moble, AL, Rabiah, P, Mcleod, B, Brezin, A, 201 1. Chinical
manifestations of ocular tocoplasmosis. Ocal. mmunol. Inflamm. 19,
a1 -102,

Dodds, E.M,, Holland, GN., Stanford, MR, Yu, F, Su, W0, Shah, K.H, Ten Dam-van
Loon, M., Mucciolt, C, Hovakim yan, A Barisani-Asenbaver, T., 2008. Intraoc ular
inflammaton assocared with ocular toeoplasmosis. relationships ar initial
caminatdon Am. |, Ophthalmol. 146 (B56-B65), 852,

Dutra, M.S, Bela, SR., Peboto-Rangel, AL, Fakiol, M, Cuz AG, Gazzieell, A.
Quires, H.F,, Bahia-Oliveira, LM, Peive, R0, Campos, W, Higino-Rocha, AL,
Miller, ME., Blackwell, |0, Antonelli, L &, Cazzinelli, RT., 2013, Associationof a
NODR Gene Polymomphism and T-Helper 17 Cells With Presumed Ocular
Toxoplasmosis, |. Infect. Dis, 207, 152-163,

Fekkar, A., ARenberg, [, Bodaghi, B., Touafek, F. Le Hoang, P, Deimas, |, Robert,
Y., Darde, ML, Mazier, D, Pads, L, 2011, Direct genotyping of Tempiosme
cEadil o ecular fuld samples from 20 padents with ocular roxoplasmosis:
predominance of type H in France, | Clin. Microbiol, 49, 1513-1517,

Flscher, HAG, Nitzgen, B, Beichmann, G, Gross, U, Hadding, U,, 1997, Host cells of
Toxoplasma gondil encys@aton in infeced primary culture fiom mouse brin
Parasitol. Res. B3, 637-b41,

Furtado, [M.. Bharadwaj, A%, Chipps, T.). fan, Y., Ashander, LM., Smch, ) R, 2012
Toxoplamma  gondd  tachyzoites crois retinad  endothelium  assisied by
intercellular adhesion molkecule-1 In witro, Immunol Cell Biol, t, 932-075,

Furtado, |.M., Winthrop, K.L, Buder, M ], Smich, LR, 2013, Ocular toxoplasmaosis 1
parasitology, epidemiology and public health, Clin. Exp. Ophrhalmol 41, B2-594,

Callego, C, Saavedra-Mariz, €, Gomez-Marn, LE, 2006, Direct genotyping of
animal and human isolaes of Toeseplamio gondii from Colombia (South
Armerica), Acta Trop. 97, 1681-167.

Garweg, |.0G., Kuenzli H,, Boehnke, M., 1998, Experimental orular tocoplasmoss i
naive and primed rabbits. Ophthalmologica 212, 136-141.

Garweg, |G, de Kozak, Y. Goldenberg, B, Boehnke, M., 2000, Anti-retinal
autrantibodies m expermental ocular and systemic towoplasmosis. Grasfes
Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 148, §73-584.

Garweg, LG, Sranford, ML, 2013, Therapy for Ocular Toxoplasmosis - the Furure
Ccnl. tmrmunet . inflamm, 31, 300-305,

Cazzinelll, BLT., Brezin, A, U, (] Mussenblatt, BB, Chan, CC., 1994, Toaroplasma
pondi acquired ooular roeeoplasmosis in the muring model, prorectve role of
TMF-alpha and IFN-gamma. Exp. Parasitol. 78, 217-229,

Gilbert, RE. Dunn, OV, Lighoman, &, Muray, PL, Paveso, CE, Gormley, P.O.
Masters, |, Padeer, S0, Stamford, MR, 1900, Incldence of sympiomatic
Towoplasmon eye disease: setiolagy and public heafth implications, Epidemiol.
Infect. 123, 263 2849,

Gilbert, B.E,, Freeman, K., Lagn, E.(., Bahia-Oliveira, LM, Tan, HE,, Wallen, M.,
Buffolano, W,, Stanford, MR, Petersen, E., 2008, Ocular sequelae of
congenital toxoplasmosis in Brazil compared with Europe, PLoy MNegl
Trop, Dis. 2, e277.

Ghsper, L0, Sikelra, C, Kruszon-Morn, [k, Marbdns, ML, Bumber junioe, M.,
Silveira, &, Camargo, ME. Mussenblam, RB., Kastow, BA., Belfort junior, B,
1982 An unusually high prevalence of ocular roxoplasmosis in southern Brazil,
Am. |, Ophthalmol. 114, 136 -144

Gomez-Diaz, E, jorda, M., Peinado, M.A., Rivero, A, 2012 Epigenetics of host-
pathogen interactions: the road shead and the road behind PloS Pathog. B,
1037

Gomez-Marin, LE., De-la-Tore, A, Angef-Muller, E, Rubio, |, Arenas, |., Osona, E.,
Munez, L., Pinzon, L, Mendez-Cordnba, LC., Bustos, A, De-laHoz, 1, Siva, P,
Beltran, M., Chacon, L, Mamugna, M., Manjames, C, Baguem, H., Lora, F., Torres,
E. Zuluaga (LE, Estrada, M, Maoscote, L, Sika, MT., Rivem, K., Molina, A,
Majera, %, Sanabria, A, Ramirez, ML, Alarcon, C. Restrepo, M. Falla, A,
Rodrguez, T, Castapo, G, 2011 Frst Colombian mukticenic newborn
screening for congenital toenplasmosis, PLoS Negl. Trop. Dis. 5, e11 185,

Gomez-Marin, LE., De-laTamre, A, Bardos, P, Cardona, M., Alvarez, C., Herrera, C,
2012, Toxoplasmosis in military personnel involved in junghe opertons. Acta
Trop, 122, 46-5L

Goomley, PLD., Pavesio, CE, Lothert, P, Lightman, &, 1999, Rednochorodins s
imd uced by oral adminisration of Teapleome gondil oysts in the hamster model
Exp. Eye Res. 68, 657- 661,

Gngg M.E., Ganarra, |, Boothroyd, pC, Margslis, TP, 2001, Unusuat abundance of
atypical strains associated with human coulir mxoplasmosis. ). Infect. Dis. 184
B3 3-E34,

Guerima, MG, Hew, H.W., Messner, HO,, Maguire, |.H., Lynfield, B., Scec henberg, B.,
Abroms, L, Pagernack, M5, Hoff, B., Eaton, BB, et al., 1994, Neonatal serologic
screening and early treatment for congenital Teseplasma gondi infecton. The
Mew England Regional Toxoplasma Working Group. M. Engl. | Med, 330, 1858-
1E63,

Havelaar, AH., Kemmerer, M., Kortbeek, LM, 2007, Disease bunden of congenital
tooplasmosis: Cin. Infect Dis, 44, 146 7-1474.

Hodge, WL, Seiff, SR, Margolis, T.P., 19898 Ocular opporunistc |nfecion
incidences among patients who are HIV positive compared o patients who
are HIV negative. Ophthalmology 105, 895-000,

Holland, G.N, OConpor, GR, Diaz, BF, Minasi, P, War, WM., 1988, Ocular
towoplsmaosis o immunosuppressed nonhuman primates. Invest, O phrhatmaol.
Vis. 5cl 20, B35-B42.

Holland, M., 2000, Doular meoplsmosis new directions for clinical imesigation
Ocul. Immunot Inflamm. & 1-7,

HoMapd, .M, 2003 Ocolar roeoplasmosis. a global  reassesament Part |
epldemiology and course of disease. Am: | Ophthalmol 136, 973988

Hallapd, GM., 2004, Ocular rowoplasmosis: a global reassessment. Parr I disease
manifestations and management. Am. J. Ophthalmaol, 137, 1-17,

Holland, G.M., 2009, Ocular toeoplasmosis; the influence of patient age. Mem. Inst
Ozwakda Craz 104, 351-357,

Horai, ., Caspi, B.E, 2011, Cytokines in autoimmune uveitis. |. inteferon Cyokine
Res. 31, 733-Tad,

Jakob, E,, Reuland, M. 5, Mackensen, F., Harmch, M., Fleckenstein, M., Lorenz, H.M,,
Max, B, Becker, M.D, 2009, Uveitls subtypes in a german intewd isciplinary
uveits center-analysis of 1916 patents, |, Rheumatol 36, 127-146,

Jamieson, SE., de Roubaix, LA, Corona-Borja, M., Tan, HE., Mui, E]., Cordell, HJ.,
Kinsits, M., Miller, EN, Peacock, C5. Hargrave, AL, Coyne, |J., Boyer, Ko
Bessteres, M.H, Buffolann, W, Fermet, N, Fmnck, )., Meffer, F,, Meier P,
Mowakowska, DE., Paul, M., Peyron, F., Stray-Pedersen, B, Prusa, AR, Thulllez,
P, Wallon, M., Petersen, £, Mcleod, B, Gilberr, RE., Blackwell, |M., 208
Genetc and eplgenetc Factors at COLEAT and ABCA4 nfluencecinical outcome
in congenital toxoplasrosis: PloS ONE 3, eR285,

75



AW. PMfaff er i /international journal for Porastrology 44 (2014) 99-107 wr

Jamieson, SE. AL, Hargrave, AL, Roubaik, LA, Mul, E]. Boulter,
MR, Miller, EN_ Fuller, 5}, Wiley, | 5., Castellucd, L, Boyer, K., Peive, RG,
Kinsits, ML, Elias Lde, 5., Coyne, | )., Correa-Olivein, B., Saurrer, M., Smith, N.C,
Lees, MLP., Swisher, LM, Heydemann, P., Moble, AL, Patel, D, Bamda, D,
Burrowes, [, McLone, 0., Rolzen, M., Withers, 5., Bahia-Ofiveira, LM, Mcleod,
E., Blackwell, J.M., 2010, Evidence for assoclations bepween the punnergic
receptor FI T (P2RKT) and moxoplasmnsis, Genes Imomun, 11, 374- 383,

Jones, LU, Holland, G.N,, 2070, Annual burden of ocular toxoplasmosis in the LS,
Am. ). Trop. Med. Hyg, B2, 464-465,

Jones, LA, Alexander, |, Roberts, CW., 2006, Ocular roep Bsmasiy: in the storm of
the eye. Parasite Immunaol. 28, 635-642,

Khan, A, jordan, C, Muccoll, C, Vallochl, AL, Rizzo, LV., Beffor Jr., B, Vitor, RW.,
Sibveira, ., Sthley, LD, 2006, Genetic divergence of Texoplosma gond| strains
associated with ocular tosoplasmosis, Brazil. Emerg. Infect. Dis, 12, 942-944,

Kibnmura, A, EBhikywa, T, Nomse, K, 2012, Einetic analysis of cyokines,
chemokines, chemaking receptorn and adheston muolecules n muhine ocular
tovoplasmosis. Br. | Ophthalmol. 96, 1259-1267 .

Enight, BL., Brunton, CL, Modi, N.C., W allace, GR, Stanfood, MR, 2005, The effect
of Toxoplema gondi infection on expresdon of chemokines by rat redna
vascular endothelial cells. | Meuroimmunaol. 16, 41-47,

Enight, B.C, Kissame, 5., Falciani, F., Salmon, M., Sanford, MR, Wallace, G.R., 2008,
Expresion analysis of immune response genes of Muller cells infected with
Tomophesma gondi |. Neumimmunol. 179, 126-131.

Kang, |V, Grige, M.E, Uyetake, L., Farmley, &, Boothroyd, |.C, 2003, Serotyping of
Townplaesma gondil mEctions in humans using synthetc peptides. |. Infect. Dis.
187, 1484-14495,

Lahmar, I, Abou-Bacar, A, Abdelrahman, T, Guinard, M., Babba, H., Ben Yahia, 5.,
Kairallah, M., Speeg-Scharz, C, Bourcier, T, Sauer, A, Villard, 00, Pfaff, AW,
Mousl, M., Garweg, .G, Candolfi, E., 2009, Cytokine profiles in toxoplasmic and
viral wwettis, ). Infect, Dis. 799, 1339-1244.

Lahmar, |, Guinard, M., Sauer, &, Marcellin, L., Abdelrahman, T, Roux, M, Mouski,
M. Moussa, A, Babba, W, Pfaff, AW, Candolfi, E. 2010, Murine necnatal
infection provides an eficient model for congenital ocular owoplasmiosis. Exp.
Pamsiml. 124, 190- 196,

Lang C., Hildebrandt, A., Brand, F, Opitz, L, Dihazi, H., Luder, LG, 2012 hmpaired
chomatin remodelling a  STAT1-regulated promorers leads tw global
unrespoansieness of Toopiosma gondi-Infeceed macrophages to IFN-gamma.
PLo& Pathog. B, e 1002483,

Leng )., Butcher, BA., Egan, CE, Abi Abdallah, 05, Denkers, E. Y., 2009, Tacopfosms
Fondit prevents chromatin remodeling mitiated by TLRtngrered macrophage
activatkon. | bmmunol, TE2, 489497,

Leng )., Denkers, BY., 2008, Tooopemne gendii nhibics covalent modification of
histone H3 at the 1L-10 promaoter 0 infected macrophages. PLos ONE 4, &7 589,

Lindzay, DS, Dubey, P, 2011, Yoxopleswa gondii. the changing pamdigm of
congenital towoplasmosts, Marmsicology, 1-3.

Lu, F, Huang, &, Hu, M5, Kasper, LH., 2005 Experimental ocular toxoplasmosts in
genetically susceptible and resisant mice Infect lmmun 73, 5160-5165.
Lyons, BLE., Anthony, P, Ferguson, (3], Byroe, M., Aledander, |., Robers F., Roberts,

CW. 2000, Immunckegical studies of chmonk oodar toxoplasmosis: up-
regulation of major histocompatibility complex cas: | and fransfonming
growth factor beta and a protective role for interfeukin-f. Infect Immun. 69,

25E9-2505,

Masur, H., jones, T.C, Lem pert, LA, Chemubind, T.0., 197 &, Outbreak of mxoplasmosis
in a family and document atien of acquired retinoc horoiditis. Am. |, Med. 64,
396-402,

Mets, MLB, Holfels, E, Boyer, .M., Swicher, U N, Eoizen, M., Stein, L, Stein, M.,
Hopkins, }., Withers, 5, Mack, D, Lucianp, K., Patel, D., Remington, |5, Meler, P,
Mclend, K, 1996, Eye manifestations of congenital mwoplasmosis. Am. |.
Dphrhatmol. 123, 309-324,

Mimura, KK, Tedesco, R.C, Calsbrese, K5, Gil, CO. Oliany, 5.6, 2012 The
tavolvwement of anti-inflammatory protein, anpexin A1, inooular xoplasmosis.
Mol Vis, 18, 1583 1503,

Montoya, |G Liesenfeld, 0, 2004, Toxoplasmoss. Lancer 363, 1965-1976.

Morisser, 5., Peyron, F., Lobry, |.R., Garweg, |, Fermndiz, |. Musset, K, Gemez-Marin,
JE.dela Tome, A, Demar, M., Camme, B, Mercer, C, Garin, ) F., Cesbmon-Delacw,
MLE, 2008, Seropgping of Toxopizana gendi: scking homogeneous parttern
bepween sympromatic and asympromatic infections within Europe and South
Amenca. Microbes Infect. 10, T42-T47,

Morose, K, Kikumurm, A, Luster, AD, Hunter, CA, Harris, TH, 2011 CHOLI0 &
Fequired o maintain T-cell populations and to control pamsite replication
during chronic ooular mxoplasmods, Iovest, Ophthalmod. Vis. 501 52, 3848- 398,

Fawvesin, C.E., Chiapping, ML, Gormley, P, Setzer, P.Y., Michols, B.A 1995, Acquired
retinochoredditis in hamseers inoculated wich ME 49 strain Tocoplerme Invest,
Ophthatmol, Vis, Sci. 36, 2166-2175.

Peixoto-Rangel, AL, Miller, E.M, Castellucci, L., jJamieson, 5.E., Peixe, RO, Elias Lde,
&, Covea-Oliveira, B, Bahia-Oliveira, LM, I, J.M, 2000, Candidate gene
analysie of ocular mxoplasmosts in Bzl evidence for a roke for woll-like
receptor 9 { TLRO L. Mem: inst. Oswaldo Cruz 104, 11E7-11040

Perersen, E., Kijlkrm, A, Stanford, M, 2012 Epidemiology of srular tooplasmnsis,
Ocul imrmunol. Inflamem. 20, 6E-75,

Man, L, Kasza, B, plbzikowskl |, Moble, A, Latany, P Kuo, A, Miger, W.,
Meyers, &, Rabiah, P, Boyer, K., Swisher, C, Mets, M., Boizen, M., Cezar, &,
Sautrer, M., Remington, |, Meter, P, Meleod, B, 2008 Longitudinal soady of new
eye ledons in children with toxoplasmosis who were not reated during rhe
first year of lifie, Am. |. Ophthalmol 1468, 375-384.

RAfer, K., Yarovinsky, E, 2071 Innate responses 0o Texoplama gondd (nomice and
hurmans. Trends Parasitol 27, 38E-393.

Averi-Pezzi, I, Accointl, M., Tambud, 5, Ciapparoni, V., Abdulaziz, MA, 1994,
Clinical features of toxoplasmic retnochomiditis o patients with acguired
immunodeficiency synd Ann., Ophthalmol 6, T3-84,

Pemares, L, Ajzenberg, D, Bornard, L., Bermandin, G., Haseine, L, Darde, ML,
Marty, P, 2001, Toxoplasmosis and borse meat, France, Emerg Infect. Dis. 17,
1327-1338,

Rodriguez, A&, Calonge, M., Pedroza-Seres, M, Alova, YA, Messmes, EM, B'Amico,
0., Foster, C5%, 1996, Referral pattems of uweitis in a fertary ege care center.
Arch. Ophthalmaol 114, 593-594,

Sauer, A, Lahmar, [, Schotler, M, Villard, 0, Speeg-Schatz, O, Bronet, |, Pfaff, A,
Bourcier, T, Candolfi, E, 2009, Development of murine models of ecular
togoplasmosis and pretiminany results of ocular inflammatory ©ranscri prorme, |
Fr. Ophtabmol. 32, 742-7449,

Sauer, A, de b Tome, A, Gomez-Marin, |, Bourcier, T, Garweg, |, Speeg-Schatz,
Candalfi, E., 201 1. Prevention of etinochoriditis in congenital toenplasmiosis.
Eumpe versus South America Pediace Infect, Dis, | 30, 601-603%.

Sauer, A, Pfaff, AW, Villard, 0., Creuzot-Garcher, C, Dalle, F, Chiguet, C, Pelloux
H., Speeg-Schatz, C., Gawcher, D, Prevost, ., Bourcier, T, Candolfi, E, 2012,
Ineedeukin 174 as an effectwe rarger for anti-inflarmmatory and antiparasicic
treatment of towoplasmic oveltis. ). Infect. Dis. 206, 1319-1320,

Sauer, A, Rochet, E, Lahmar, |, Brunet, )., Sabou, M., Bourcier, T, Candaolfi, E., PRaff
AW 01 3, The local immune response oo intrascular Facoplema re-challenge:
less pathology and berter parasite control throogh Treg Thi{The induction. tnt
| Parasiool. 43, 721-728,

SHveira, C, Belfort jr., B, Muocool, C,, Abew, MT., Martns, ML, Vicoom, C,
Mussenblart, BLE., Holtand, G M, 2001, A Bllow-up study of Texopiesma gondi
infection in southern Brazil. Am, |, Ophthalmnol 131, 351-454

Skorich, [LN., Chiappine, ML, Nichok, BA., 1988 lovasion of the guinea pig
conjunctiva by Tosopiosma gondid invest. Ophthalmol Vis. Sci. 29, 1871-1880.

Streflein, LW, 1993 mmune privilege as the mesult of local tisue barners and
Immunosuppressive microenvironments Curk. Opin. Immunol 5, 428432,

Srreflein, W, 200%. Ocular immune privilege: the eye takes a dim but practical
wiew of immuniry and inflammation. | Leukoc Biol, 74, 179-185.

Sugita, &, Futagami, Y., Smith, S8, Naggar, H., Mochizuki, 8, 2006, Betnal and
ciliary body pigrent epithelium suppress activation of T lymphocyres via
transforming growth factor beta Exp, Eve Bes, B3, 1458-1471.

Sugita, 5, Hore, %, Makamuom, 0, Furagami, ¥, Takase, H, Keino, H., Aburatani, H.,
Harumuma, M, [shidoh, K., Yamamoto, Y, Mochizukl, M., 2008, Retinal plgment
epithelium-denved CTLA-2alpha induces TUFbeta-producing T regalatry cells.
} tmrmunol. 181, 7525-T536.

Swita), K. Master, A, Borkowskl PE., Skreypozak M, Waojcechowicz, |
Laborowski, P, 2006, Assocldon of oodar moxoplasmosis with oype |
Towoplosma gondd strains: direcr genotyping from peripheral blood samples. |
Uin, Microblol, 44, 4262 4264,

Tan, HE., Schmidt, D, Stanford, M., Tear-Fabmehelm, K, Ferrer, M., Salk, A, Giltbermr,
B, 2007, Risk of visual impabrment in children with congenital ooplasmic
rtinpchomidits. Am. | Ophthalmol, 144, G48-653.

Tedesco, L, Smith, B.L., Corte-Real %, Calabrese, K 5. 2005, Ocular moxoplasmosis
in mice: comparison of beo routes of infecten. Parasitology 131, 303-307.
Thiebaut, &, Lepmust, £, Chene, G, Gilbem, K., 2007, Efeccivencs of pienatal
meatment for congenital tocoplasmosis: 3 mera-analysis of individual patients

data Lancet 369, 115122

van Gl |, Muniz-Felidano, L, Portilio, ). A, Bonilha, VL., Subauste, (U5, 2003, (D40
induces anm- Toxeplesna gordii activicy in nonbem acopoleric cetls dependent on
autophagy proceins, Infect. lmmun, B4, 2002-2011,

Vasconcelos-Sanmos, DV, Machado Azevedo, DO, Campos, W.R, Orefice, F,
Queiroz-Andrade, G.M,, Carellos, EV, Casiro Romanelll, R M. Januario, N,
Resende, LM, Martins- Fiho, 0A., de Agular Vasconoelos Carneimo, AL, Almeida
Vitor, RLW., Cakaffa, W.T,, 2009, Congenital tocoplasmosis in southeastem
Brazil: results of early ophthalmologic examination of a large cohom of
neonates. Ophrhalmology 116 {2190-2205), 2191,

Vasconcelos-Santos, DV, 201L, Ocular manifestations of systemic disease
toxoplasmosis. Cur. Opine Ophrhalmel . 23, 543-550,

Vitlard, O, Fllisetrl, D, Roch-Deries, F., Garweg, }, Rament, |, Candolfi, £, 2003,
Comparson of enzyme-linked immunosorbent asay, immunobloting, and PCR
for diagnods of towoplasmic chorioretinitls. | Clin, Microbiol 41, 3537-3541,

Villena, |, Ancelle, T, Delmas, €, Garcia, I, Brezin, AP, Thullies, I, Wallon, M., King
L, Goulet, ¥, 201, Congenital toxoplasmaosk in France in 2007 fist results
from a national survelllance system. Buro. Samedl., 15,

76



OBJECTIFS
ET
MOYENS



La toxoplasmose oculaire a pendant longtemps été laissée pour compte tandis qu’elle
affectait un nombre de personnes relativement important remis a 1’échelle planétaire.
Aujourd’hui il est clair que le nombre de personnes immunocompétentes atteintes de TO est
nettement plus conséquent que ce qui a été pensé dans les dernieres décennies et cela fait de la
TO un probleme de santé publique majeur suivant les régions du monde. Cependant, bien que
la TO soit d’une importance médicale notable, les mécanismes physiopathologiques
commencent seulement a étre élucidés. Le compartiment anatomique particulier qu’est ’ceil,
du fait de son privilege immunitaire, autorise le parasite a s’installer de fagon pérenne dans le
tissu rétinien. Cette infection entraine malgré tout une réponse immunitaire de la part de I’ceil
pour contrdler la multiplication parasitaire mais cette réponse doit étre limitée afin de préserver
I’intégrité fonctionnelle et structurale du tissu. Les I€sions oculaires sont liées a la multiplication

parasitaire et a I’inflammation intraoculaire qui en résulte.

Les objectifs de ma these consistent dans un premier temps a disséquer les mécanismes
immunitaires oculaires qui régulent la réponse Th17 — plus précisément I’axe IL-17/IL-23 —en
fonction du génotype de la souche infectante dans un modele murin de TO en phase aigué. Cette
thématique fait suite a ce qui a déja été réalisé au sein du laboratoire et qui a montré que les
cellules Th17, et plus particulierement la cytokine IL.-17, sont fortement exprimées lors de TO
humaines et murines (Lahmar et al., 2009; Sauer et al., 2012) et qu’elles semblent étre régulées
de facon différentielle suivant les souches infectantes chez I’Homme (De-la-Torre et al., 2013).
Pour mettre en évidence cela, des souris consanguines C57B1/6 agées de 4 semaines, dites
sensibles a I’infection toxoplasmique et qui développent spontanément des lésions oculaires,
ont été employées (Roberts and McLeod, 1999). De plus, les souris consanguines permettent
de minimiser les variations interindividuelles et donnent acces a une panoplie de souris
génétiquement modifiées. Afin d’étudier la régulation différentielle des cellules Th17 en
fonction des souches parasitaires, nous avons employé une souche PRU, kystogéne peu
virulente de type II et principalement retrouvée dans les TO humaines frangaises et une souche
RH virulente de type I. Le choix de cette souche se justifie par le fait que les TO sud-américaines
peuvent étre dues a des souches de type I et que la RH, bien qu’étant une souche de laboratoire,
permet d’obtenir une réponse immunitaire forte tres différente de celle observée avec une
souche PRU. En plus de ces deux souches, des souches mutées pour la protéine de virulence
ROP16 de type I ont été choisies : une souche RH dépourvue de sa protéine ROP16 (RH-
ROP16I KO) et une souche PRU dotée d’une ROP16 issue d’une souche de type I (PRU-
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ROP16]). Le choix de la protéine ROP16 I fait suite a des travaux préliminaires au sein du
laboratoire. Tous les parasites sont utilisés au stade tachyzoite.

Nous avons cherché a savoir dans un premier temps comment se comportaient ces souches dans
I’ceil a travers la quantification de la charge parasitaire locale par PCR quantitative en temps
réel sur un pool d’yeux entiers et via des coupes histologiques d’ceil entier marquées a
I’hématoxyline-éosine.

La réponse immunitaire élaborée par 1’ceil pour contrer ces infections a été analysée au moyen
de transcrits quantifiés par PCR quantitative en temps réel. Nous avons étudié la cinétique
d’expression des genes codant pour :

- des facteurs de transcription qui permettent la différenciation des cellules CD4 naives
en cellules Th1 (T-bet), Th2 (GATA-3), T régulatrices (FoxP-3) et Th17 (ROR-yt), ainsi
que les facteurs HIF-1a (Hypoxia Inductible Factor 1a) et UHRF-1 (Ubiquitin-like
containing PHD and Ring Finger domains 1) dont les rdles respectifs consistent a
assurer la survie et la multiplication des parasites dans des conditions physiologiques
d’oxygénation, tandis que UHRF-1 est associé a la régulation de la prolifération
cellulaire et aux modifications épigénétiques ;

- des cytokines anti-inflammatoires IL-10, IL-27, TGF- et IL-22 ;

- des cytokines pro-inflammatoires IL-17, IL-25, IL.-23 et IFN-y ;

- la protéine de surface SAG-1, afin de s’assurer de la multiplication parasitaire lors des

expériences.

N

Chaque expression de ces facteurs a été rapportée a celle du géne de ménage HPRT
(Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransferase).

Cette étude a été complétée par 1’analyse protéique du réseau de cytokines et de chimiokines
produites dans I’humeur aqueuse des souris infectées, mettant ainsi en avant plusieurs facteurs
clés étudiés par la suite via des anticorps monoclonaux. Cette analyse a été effectuée sur un
pool d’humeurs aqueuses au moyen d’une technique de multiplex - le Bioplex - qui permet de
détecter et de doser simultanément de nombreuses protéines dans un tres faible volume
d’échantillon.

De plus, des immuno-marquages effectués sur des coupes cryo-congelées d’ceil entier ont
permis de localiser les cellules et les cytokines d’intérét, telles que I’'IL-17 et I’'IL-23, ainsi que
les parasites dans les rétines infectées.

Dans le but de justifier les fonctions de nos cytokines d’intérét, nous avons utilisé¢ deux moyens

afin de les mettre en valeur :
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» par neutralisation : les cytokines d’intérét mises en avant lors de leur quantification au
Bioplex ont été neutralisées au moyen d’anticorps monoclonaux injectés en
intraoculaire en méme temps que I’inoculum parasitaire.

» par I’emploi de souris knock-out (KO) : des souris C57B1/6 KO pour le géne de I’'IL-
23p19 ont été utilisées afin de prouver le role pathologique de cette cytokine dans la
phase aigué de la TO. En effet, I’'IL-23 est impliquée dans le développement et la survie
des cellules Th17, elle est donc indirectement responsable de la production d’IL-17.

La technique de BrdU nous a permis de marquer les cellules apoptotiques présentes dans les

rétines infectées.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux phénomenes de récurrence qui
n’ont jusqu’alors fait I’objet d’aucune étude bien que leurs conséquences soient bien plus graves
que celles d’une infection aigué et que les traitements actuels ne permettent pas d’éradiquer le
parasite latent. L.’absence de connaissances sur ce phénomeéne empéche d’appliquer une prise
en charge correcte des patients. La mise en place d’un modele animal est donc impérative afin,
d’une part de décrypter et de mieux comprendre les mécanismes immunologiques régulant la
latence et la prolifération parasitaires, et d’autre part de cerner les molécules impliquées dans
la réponse immunitaire. Nous avons par conséquent établi un modele murin de TO récurrente
mimant au plus preés une récurrence humaine sans biais thérapeutique, dans le but d’analyser la
réponse immunitaire sous-jacente en tenant compte du fond génétique de I’hote.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons tout d’abord établi le modéle murin. Ainsi, notre
modele de récurrence consiste a effectuer une primo-infection en injectant en intrapéritonéal 5
kystes de la souche PRU de facon a créer une infection systémique. Puis, quatre semaines plus
tard, des tachyzoites de la méme souche sont injectés en intraoculaire au plus proche de la rétine
afin de mimer une rupture de kystes et une libération de parasites. L’injection intravitréenne,
utilisée également dans le modele d’infection aigu€, a été validée dans les travaux
précédemment entrepris au laboratoire (Sauer et al., 2009). Cette technique d’injection chez la
souris demeure malgré tout un geste délicat, du fait de la taille et de I’anatomie particuliere de
I’ceil de souris, et peut, si elle est mal réalisée, engendrer une inflammation ainsi que des 1ésions
non spécifiques telles que des cataractes.

Plusieurs races ont été employées car aucune donnée concernant la susceptibilité des souris vis-
a-vis d’une réinfection oculaire n’est connue. Les souris consanguines C57Bl/6, dites sensibles
a l’infection toxoplasmique, les souris consanguines CBA/J résistantes a la phase aigué et

sensibles a la phase chronique de la TO et enfin les souris non-consanguines Swiss-Webster
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moyennement sensibles a I’infection. Les souris Swiss-Webster miment plus spécifiquement,
sur le plan génomique, ce qui se déroule chez I’Homme lors d’une infection a Toxoplasma. Au
début des expérimentations les souris sont agées de 4 a 5 semaines et cela permet de réaliser un
mod¢le adulte d’infection acquise.

La charge parasitaire oculaire par PCR quantitative en temps réel sur un pool d’yeux entiers
nous a permis de déterminer le mode de multiplication d’une souche de type II en fonction du
fond génétique des souris. Les modifications et les atteintes de 1’architecture rétinienne apres
réinfection ont été observées via des coupes en paraffine d’ceil entier colorées a I’hématoxyline-
€osine. L expression des transcrits a été¢ dosée par PCR quantitative en temps réel dans le but
de voir la mise en place de la réponse immunitaire. Les transcrits dosés sont :

- des facteurs de transcription qui permettent la différenciation des cellules CD4 naives
en cellules Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), T régulatrices (FoxP-3) et Th17 (ROR-yt), ainsi
que les facteurs HIF-1a (Hypoxia Inductible Factor 1a) et UHRF-1 (Ubiquitin-like
containing PHD and Ring Finger domains 1) dont les rdles respectifs consistent a
assurer la survie et la multiplication des parasites dans des conditions physiologiques
d’oxygénation, tandis que UHRF-1 est associé a la régulation de la prolifération
cellulaire et aux modifications épigénétiques ;

- des cytokines anti-inflammatoires IL-10, IL-27, TGF-$ et IL-22 ;

- des cytokines pro-inflammatoires IL-17, IL-25, IL.-23 et IFN-y ;

- la protéine de surface SAG-1, afin de s’assurer de la multiplication parasitaire lors des

expériences.

N

Chaque expression de ces facteurs a été rapportée a celle du géne de ménage HPRT
(Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransferase). Une étude du transcriptome de la voie de
signalisation Jak/STAT a également été réalisée sur les expériences de récurrence afin de
déterminer quels facteurs appartenant a cette voie sont potentiellement impliqués lors de ces
phénomenes.

L’analyse des cytokines et chimiokines produites dans I’humeur aqueuse des souris infectées
et réinfectées a été effectuée par Bioplex. Les facteurs d’intérét seront étudiés par la suite via
des anticorps monoclonaux injectés en méme temps que I’inoculum de réinfection afin de
valider leur réle délétere ou protecteur dans les yeux lors des récurrences.

La localisation rétinienne des cellules et des cytokines d’intéréts a été réalisée sur des coupes

d’ceil entier cryo-congelés.
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L’ensemble de cette étude a pour objectif final de développer de nouveaux outils thérapeutiques

basés sur I’identification de cibles potentielles plus spécifiques.
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RESULTATS



I/ Etude des mécanismes physiopathologiques dépendants des
souches lors d’une TO en phase aigué dans un modele murin
sensible a ’infection

A/ Publication « le role des alleles ROP16 spécifiques a la souche dans le
cadre de Pimmunopathologie de la toxoplasmose oculaire »

La publication sur la phase aigué portant sur « le role des alleles ROP16 spécifiques a la souche
dans le cadre de I'immunopathologie de la toxoplasmose oculaire » est en préparation et devrait

étre soumise courant du mois de décembre 2014.

La TO est la caractérisation majeure d’une infection avec le parasite Toxoplasma gondii. Elle
résulte principalement d’une infection acquise et la rétinochoroite en est sa manifestation la plus
fréquente. La TO touche 2% des personnes infectées en Europe et ce taux peut s’élever jusqu’a
18% en Amérique du Sud. Les mécanismes physiopathologiques commencent seulement a étre
élucidés grace au développement de modeles murins adéquats. La virulence des souches
influence sans doute considérablement la sévérité de la pathologie oculaire. En effet, en
Amérique du Sud ou les souches sont dites atypiques et tres virulentes avec une variabilité
importante, les caractéristiques cliniques et immunologiques observées sont nettement plus
graves qu’en Europe. Les souches parasitaires sécretent dans la cellule hote des protéines
appelées facteurs de virulence dont la fonction est d’interférer avec la réponse immunitaire de
I’héte. Parmi ces facteurs, la protéine polymorphique ROP16 permet de distinguer les souches
entre elles. En effet, la fonction principale de ROP16 I, appartenant a une souche virulente de
type I, est d’inhiber la réponse protectrice Thl. Ainsi nous avons décidé d’étudier le role de la
protéine ROP16 de type I dans notre modele de TO acquise en phase aigué. La comparaison de
la souche de type II, PRU, avec une souche de type I, RH, a montré que cette derniere se multiplie
de facon exponentielle dans I’ceil et déclenche une importante réponse immunitaire de type Th1-
Th17. Cependant, contre toute attente, les 1ésions rétiniennes observées en histologie sont 1égeres

car seules des dilatations vasculaires sont observées, quoique 1’ceil ne soit pas indemne. En effet,

84



une forte inflammation est visible macroscopiquement via un épaississement probable de la
sclére et le développement d’une cataracte pour tous les yeux observés. A I’opposé, la souche
PRU pour laquelle la réponse immunitaire et la charge parasitaire sont plus faibles comparées a
celles provoquées par une souche de type I entraine de profondes modifications de 1’architecture
rétinienne. L’ utilisation de parasites génétiquement modifiés pour la protéine ROP16 I a permis
de montrer qu’elle est en partie responsable d’une forte multiplication parasitaire et d’une intense
réponse inflammatoire de type Th1-Th17. En effet, lorsque ROP16 I est supprimée d’une souche
RH, la charge parasitaire et la réponse inflammatoire sont diminuées. Toutefois la sévérité de la
pathologie et les 1ésions qui en découlent restent inchangées. Par contre, lorsque le géne de la
ROP16 I est intégré dans une souche de type II comme la PRU, elle amplifie tres nettement la
charge parasitaire et la réponse immunitaire. Cependant, il est clairement montré que
I’inflammation n’est pas corrélée exclusivement a cette multiplication parasitaire puisque les
facteurs tels que I’IL-6, I’IL-17 et I’'IFN-y sont nettement plus élevés dans les infections oculaires
induites par une souche PRU-ROP16 I dont la réplication est 80 fois plus faible que celle de la
RH. De plus, la présence de ROP16 I dans la souche PRU intensifie la pathologie oculaire. Ainsi,
I’ajout du géne d’une protéine de virulence telle que ROP16 I dans le génome d’une souche peu
virulente accentue ses propriétés pathologiques et déléteres pour I’ceil. Il est intéressant de
constater que les souches sud-américaines sont majoritairement issues de recombinaisons entre
des parasites de génotypes différents. Une extrapolation de notre modele a ces souches pourrait
expliquer la gravité et I’importance des 1ésions observées dans cette région par rapport a celles
observées en Europe ou les infections avec des souches de type II sont majoritaires.

Les mémes expériences avec des parasites génétiquement modifiées pour la protéine ROP16 II
et des souches de type IlII seraient a réaliser afin de confirmer ces fonctions.

Pour conclure, notre modéle murin démontre I’importance des facteurs de virulence tels que

ROP16 dans la physiopathologie oculaire.

Eléments essentiels :
- L’inflammation rétinienne est corrélée a la souche infectante
- ROP16 I est un facteur de virulence dans I’ceil
. 1l participe a la multiplication parasitaire

. 1l augmente la réponse inflammatoire
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. il exacerbe les 1ésions oculaires en fonction du génotype de la souche
Perspectives : a plus long terme, ces expériences seraient également a réaliser avec des souches
atypiques lorsque leurs facteurs de virulence seront élucidés. Ce genre d’expérience permet de
comprendre les mécanismes physiopathologiques déployés par les souches et pourrait servir de

base au développement de thérapies personnalisées.
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ABSTRACT

Ocular toxoplasmosis (OT), mostly retinochorioditis, is a major feature of infection with the
protozoan parasite Toxoplasma gondii. The physiopathology of this infection is still largely
elusive, especially mouse models are not yet well developed. In contrast, numerous in vitro
studies showed the highly Toxoplasma strain dependent nature of the host-parasite interactions.
Some distinct polymorphic virulence factors were characterized, notably the rhoptry protein
ROP16. Here, we studied the strain-dependent physiopathology in our mouse model of
intravitreal parasite injection. Besides of two wild type strains of the canonical I and II types, we
used genetically engineered parasites, either lacking ROP16 or expressing a heterologous variant
of this virulence factor. These infection models were studied for retinal integrity, parasite
proliferation and induction of immune response. The knockout of ROP16 in the RH strain led to
a certain decrease of intraocular proliferation, but no difference in pathology. In contrast, PRU
parasites behaved much more virulently in the presence of a type  ROP16. Finally, we introduced
fundus examination in our model, opening the way to more clinically relevant mouse studies on
OT. Together, we further developed a promising mouse model of OT and demonstrated the

importance of polymorphic virulence factors in immunopathological processes in vivo.
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INTRODUCTION

Toxoplasma gondii is the most successful parasite, infecting a third of the human population. In
recent years, ocular affection have gained clinical attention, as survey studies demonstrated an
unexpected prevalence of ocular toxoplasmosis (OT) of 1-2% in Europe and North America
(Holland, 2003), which is much more frequent following post-natal infection than previously
thought (Delair et al., 2008). Despite this obvious importance, very few studies have been
conducted to elucidate the physiopathological mechanisms. Additional complexity is added by
the obvious Toxoplasma strain dependent pathology. In the mouse, the fundamental differences
between the three canonical lineages existing in Europe and North America have long been
known, type I strains rapidly killing mice, while type II strains, which are largely predominant
in human infections, are much less virulent (Sibley and Boothroyd, 1992). The picture was
further complicated by the discovery of highly variable and unusually virulent strains in South
America (Grigg et al., 2001), where up to 17.7% of the population present retinal scars (Glasner
et al., 1992). Furthermore, TO in South American patients is generally much more severe than
in European or North American patients, which is correlated to a completely contrasting ocular
immune response (De-la-Torre et al., 2013). All investigation has therefore to consider strain-
dependent virulence factors (Pfaff et al., 2014). Some of these factors have recently been
identified among secreted proteins from the rhoptry and dense granule organelles, termed ROP
and GRA proteins, respectively, and their intrinsic relationship with the host immune response
elucidated (Hunter and Sibley, 2012). ROP16 was early identified as a key virulence factor which
determines the difference between strains (Saeij et al., 2006). This kinase is injected into the host
cell cytosol during parasite invasion, enters the nucleus and binds to selected gene promoters to

enhance their transcription, notably the transcription factor STAT3 (Saeij et al., 2007; Yamamoto
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et al., 2009). According to these studies, the allele polymorphism of ROP16 plays a major role
in the suppression of a protective Thl type response by virulent type I Toxoplasma strains, but

not by avirulent type II strains.

We previously characterized a murine OT model of intravitreal parasite injection in basic
parasitological and immunological terms (Sauer et al., 2009). After demonstrating the importance
of the inflammatory pathway using only one relatively avirulent parasite strain (Sauer et al.,
2012), we studied here the global immune response comparing virulent type I and avirulent type
IT parasite strains in the susceptible C57BL/6 mouse strain. To identify the role of ROP16 strain
polymorphism, we additionally employed a type I strain genetically deficient for ROP16, as well
as a type II strain expressing a heterologous type I allele of ROP16. These results allowed us to

determine the role of virulent and avirulent ROP16 alleles.
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MATERIALS AND METHODS

Mice and parasites Female inbred C57B1/6J mice were purchased from Centre d’Elevage R.
Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) and partially bred at our own animal housing facility.
Animals were bred under specific-pathogen free conditions, according to national and local
regulations. Our animal study was approved by the local ethic committee (Accreditation
No.AL/77/84/02/13).

Tachyzoites of the avirulent 7. gondii PRU and the virulent RH strain were obtained from the
French Biological Resource Center Toxoplasma, Limoges and Reims, France. PRU-ROP16-1
strain were kindly provided by J. Saeij, Massachusetts Institute for Technology , USA and the
RH-AROPI16 I by J. Boothroyd, Stanford University, USA). Tachyzoites were maintained in
human THP1 monocyte cultures, except for RH tachyzoites which were maintained by weekly
passages in Swiss-Webster mice.

Infection model Mice at 4 weeks of age were infected intravitreally with a solution of 2000
tachyzoites in Sul of sterile PBS per eye. The solution was injected into the vitreous cavity (VC)
using fine 30-gauge needles (BD Microlance™ 3, Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France)
with a 25uL syringe (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) during general anesthesia with isoflurane
(Forene, Abbott, Paris France) (Sauer et al., 2009). Age-matched control mice received an
injection of SuL of sterile PBS in both eyes. Mice were sacrificed at days 0, 3, 7 and 14 post-
injection. Aqueous humor was collected by means of anterior chamber paracentesis
(approximately SuL/mouse), pooled and stored in aliquots of 20 pl at —80°C until analysis. The
eyes were enucleated and retinas were dissected stored at -20°C for transcript analysis. For DNA

quantification or histopathology, pools of whole eyes were collected and stored at -20°C or
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immediately preserved in 4% buffered formaldehyde, respectively. Each experimental group
consisted of four animals (8 eyes).

Quantification of parasite load DNA was extracted from whole eyes using the QIAmp DNA
tissue Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Toxoplasma specific DNA was quantified with
real-time PCR on a LightCycler (Roche Diagnostics) using the Faststart DNA Master Sybr Green
(Roche Diagnostics, Meylan, France) in a final volume of 20 uL, following the manufacturer’s
recommendations. The following primers were used
5’GGAGGACTGGCAACCTGGTGTCGCG3 and
S’TTGTTTCACCCGGACCGTTTAGCAG3’ to target TGB1. The parasite load was calculated
using an external standard of DNA extracts of known parasite numbers run in parallel.

Retinal histopathology Formaldehyde fixed eyes were embedded in paraffin, serially cut into 5
um sections and treated with standard hematoxylin—eosin staining.

Cytokine and chemokine profile in aqueous humor The Bioplex Mouse 23-Plex Panel assay
(Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) was used according to the manufacturer’s
recommendations to measure cytokine and chemokine levels in aqueous humor. The assay plate
layout consisted in a standard series, one blank well and 12.5 pL duplicates of AqH samples,
diluted to 50 uL with Bioplex mouse serum diluent. All samples were analyzed in duplicate. Data
were analyzed with Bioplex Manager TM software V1.1 (BioRad). The stimulation index was
calculated as the ratio of cytokine concentration in 7. gondii infected mice and the mean
concentration of PBS injected mice.

Fundus photography Fundus images were acquired by Topical Endoscopy Fundus Imaging, as
described previously (Paques et al., 2007). Briefly, after pupil dilatation was achieved through

successive application of neosynephrine 5% (Faure, France) and tropicamide (Théa, France),
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animals were placed under isoflurane anesthesia, with eyes protected with Ocry-gel (TVM,
France). Pictures were taken using a D300 D-SLR camera and Nikkor 85 mm f1.8 lens (Nikon,
Japan), attached to the back of an endoscope (Hopkins 1218 AA, Karl Storz, Germany), with its

tip placed close to the cornea.

Parasite localization in the retina Cryocut sections of whole eyes were prepared as previously
described (Charles et al., 2010). Briefly, eyes were fixed in paraformaldehyde 3%, placed in
increasing concentrations of sucrose and embedded in Tissue-Tek OCT compound (Sakura
Fintek, France). Then, 15-pm-thick sections were prepared, incubated in paraformaldehyde 4%
or acetone, autofluorescence quenched with glycine, permeabilized 10 min in 0.1% TritonX-100
and blocked with 3% BSA. Sections were incubated with our SAG-1 primary antibody overnight
at 4°C, then with a corresponding Alexa 546 conjugated secondary Ab (Invitrogen) for 45 min

and finally with Hoechst 33342 stain for 1 min. All Abs were diluted in BSA 1%.

Between each step, sections were washed with PBS for 3x5 min. After mounting, fluorescence
was visualized on an Axio-observer Z1 HSDI epifluorescence microsope (Zeiss, Le Pecq,
France) and evaluated with AxioVision v5 software (Zeiss).

Statistical analysis

Quantification of cytokines was done with pools of 8 eyes, due to small volumes. Only
differences of more than tenfold, which could be reproduced in an independent experiment were

considered.
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RESULTS

Role of the infecting parasite strain. We first compared the pathological response following
intraocular infection of different Toxoplasma strains (Fig.1A). When the avirulent PRU strain
was injected into the eyes of C57B1/6 mice, modifications of the nuclear layers were visible by
day 3 post-infection (dpi), mainly on cell migration. These changes increased at 14 dpi and
resulted in disruption of all cell layers. Curiously, when the infection was carried out with the
virulent RH strain, the retina structure remained globally normal with only vessel vasodilatation
in the ganglion cell layer and some cell migration observed. When we assessed the intraocular
parasite load, we observed completely distinct kinetics between the two strains (Fig. 1B). PRU
strain parasite load increased moderately at 3 and 7 dpi and then decreased at 14 dpi, while RH
strain load increased steeply and rapidly. This intraocular injection apparently led to systemic

infection, as all mice died between 7 and 14 dpi.

Quantification of cytokines in the aqueous humor was realized using the Bioplex technique
(Fig.2). We observed a very different cytokine pattern between parasite strains. PRU strain
infection triggered a very moderate inflammatory immune response, only IL-6 production was
visibly upregulated. In contrast, Thl and Thl7 inflammatory responses were strongly
upregulated following infection with the RH strain, characterized by a massive production of IL-
6, IL-12p70 and IFN-y and, to a lesser extent, IL-17. Taken together, these results demonstrated
that the genotype of the infecting strain played a major role in the development of lesions while

the parasite load and the resulting inflammation to infection appeared to be secondary factors.

Role of the ROP16 I protein in a type I strain on ocular pathology. ROP16 is one of the best

characterized virulence factors determining strain differences in toxoplasmic infections. We
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therefore investigated the role of this secreted protein using different genetically engineered
Toxoplasma mutants. First, we wanted to determine the effect of the virulent ROP16-I allele in
its native type I parasite. We intravitreally infected mice with RH parasites deficient of the rop16
gene, evaluating the same parameters as before. The histological analysis showed no notable
change in the architecture of the retina following infection with the ROP16 deficient strain,
compared with the virulent wild type RH strain (Fig.3A). Vasodilatation of the vessels in the
ganglion layer was also visible after infection with a RH- AROP16 strain. In contrast, the
intraocular parasite load of this strain rose sharply but not as high as the wild type RH strain (Fig.

3B), leading nevertheless to the death of its host before 14 dpi.

The Thl and Th17 inflammatory responses of the RH-AROP16 strain followed the same kinetics
and increased at 7 dpi but were considerably lower than those observed for the wild type RH
strain (Fig.4). We observed, however, in the case of IL-6, which rose already at 3 dpi that this
strain difference was not yet visible, indicating that the quantitative difference observed at 7 dpi
could be due to the lower parasite load of the knockout strain. These results illustrated that the
ROP16 I allele is also a virulence factor in ocular infection which influences the parasite
replication, but not the retinal pathology. The immune response is apparently regulated

independently of ROP16 and only determined by parasite multiplication rate.

Role of the ROP16 I protein in a type II Toxoplasma strain. Next, we were interested to
evaluate the effect of a virulent ROP16-I allele in an avirulent type Il Toxoplasma strain. the
When mice were infected intraocularly with the genetically modified PRU-ROP16 I strain,
retinal architecture deteriorated more profoundly than in either wild type PRU and RH strains.

Differences were already visible at 3 dpi, but became obvious by 7 dpi, with cell migration in the
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inner plexiform layer (Fig .5A). At 14 dpi, the retina was totally disorganized, mainly in the outer
layers. Additionally, inflammatory masses (black spots) were observed. The disruption observed
here was much greater than that of the PRU wild-type strain at the same time. The ocular parasite
load sharply increased between 3 and 7 dpi and fell again at moderate levels until 14 dpi (Fig.
5B).Thus, it resembles wild type PRU parasites, but at substantially higher levels. Nevertheless,
we did not observe the early rise of parasite load at 3 dpi, like in RH parasites and values at 7 dpi
are still not in the range of the type I strain. Most imoportantly, the mice finally can control

infection and do not succumb to the PRU-ROP16-I infection.

The inflammatory/Th1 cytokine pattern in the aqueous humor following PRU-ROP16-I infection
is very different from wild type PRU infection and much more like RH infection (Fig. 6). IFN-
vy and IL-17 levels are even higher at 7dpi. Remarkably, IFN- y and IL-6 levels even further
increased until 14 dpi. These results demonstrate that the ROP16 I allele in an avirulent type II
strain increased the ocular pathogenicity in terms of parasite load and lesion development. They
further illustrate that the presence of a ROP16 I protein in an avirulent PRU strain considerably

increased the inflammatory response independently of the parasite load.

Eye fundus view of ocular inflammation and lesions. Next, we wanted to analyze retinal
lesions by eye fundus photographies (Fig. 7). Infection with the virulent RH strain resulted in
severe alteration of the retinal structure in form of several retinal detachments all over the eye.
At 7 dpi, cellular infiltration into the vitreous rendered the eyeball too opaque to realize a fundus
examination. Following infection with the avirulent PRU strain, lesions compatible with

chorioretinitis can be observed at 7 dpi.
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DISCUSSION

Given the clinical significance of OT, the physiopathological mechanisms behind lesion
formation need to be elucidated. A major problem is the obviously different clinical course of
infection according to parasite genotype, most evident when comparing European and South
American OT cases. This is correlated to a completely different activation of the local ocular
immune response (De-la-Torre et al., 2013; Pfaff et al., 2014). As the South American strains are
still genetically and immunologically poorly characterized, we compared here the well-studied
classical strains RH of the virulent type I and PRU of the relatively avirulent type II. Systemic
infection of mice with type I strains resulted in host death due to exaggerated production of Thl
cytokines (Mordue et al., 2001). However, in vitro studies showed that virulent but not avirulent
strains down-regulate Thl cytokine production (Butcher et al., 2005). Overproduction of
inflammatory cytokines in vivo is probably secondary to uncontrolled parasite growth (Melo et
al., 2011). In our ocular infection model, the immune regulation has to be considered in the
context of the special immunoprivileged environment of the eye (Streilein, 2003). We indeed
observed uncontrolled parasite growth with the virulent RH strain, but surprisingly little retinal
pathology at 7 dpi, compared to the type II PRU strain. This is even more surprising as all mice
infected with the type I parasites died soon afterwards and a strong indication for a specific ocular
suppression of tissue-damaging inflammatory processes. In contrast, type II infection could be
controlled by the local immune response after a moderate proliferation activity during the first
days post infection, analogous to the situation following systemic infection. It would be
interesting to follow the spatial and temporal kinetics of parasite conversion into bradyzoites and
cysts following such intraocular injection. Despite of this moderate and rapidly controlled

parasite proliferation, the retinal architecture was more distinctly damaged with this type II strain.
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The disorganization of the retinal layers was accompanied by cellular infiltration, suggesting the
release of chemoattractant mediators and subsequent retinal damage by these incoming cells
rather than local cytokine production following infection. Our cytokine analysis in aqueous
humor could, however, not clearly identify crucial immune mediators for type II infection. Of
the key Th1 and inflammatory cytokines, only IL-6 was visibly up-regulated, but also to a much
lesser extent than following RH infection, where all immune markers were visibly induced.
Nevertheless, this IL-6 secretion, in conjunction with yet unidentified mediators specific to

ocular type Il infection, could be the reason for the observed retinal damage with this Toxoplasma

type.

As parasite proliferation and pathology are obviously not controlled by the same immunological
pathways, we tried to dissect the precise mechanisms. ROP16 was an obvious candidate, as it
has been assigned a central role in strain dependent virulence variability (Melo et al., 2011;
Yamamoto et al., 2009). The lower parasite counts in the type I AROP16 strain suggests a role
of the ROP16-I allele as a parasite immune evasion mechanism. A previous study found, in
contrast to our results, enhanced parasite loads in multiple organs with the type I ROP16 KO
strain (Butcher et al., 2011). This could point to a crucial difference of systemic and ocular
infection. More specifically, this previous study attributed ROP16-1 dependent activation of host
arginase production, thus limiting the growth of the arginine auxiliary Toxoplasma organism.
This leads to the question whether the arginase pathway might be quite different in the ocular
environment. In contrast, the similar weak pathology in wild type and knockout strains argues
against an active role of ROP16-1I in the pathological process itself. The generally lower ocular

cytokine concentrations in the knockout strain are most likely secondary to the lower parasite
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proliferation, as in the case of comparison between RH and PRU strains and suggest again that

the local cytokine production does not directly initiate retinal pathology.

We then evaluated the inverse question of the effect of the genetic insertion of the ROP16-1 allele
in a type Il Toxoplasma. Our observation of a considerably elevated ocular parasite load in the
transgenic PRU ROP16-I strain again demonstrates the role of the ROP16-I allele as a crucial
virulence factor. These results are again in contradiction to previous observations following
systemic infection, where the use of same transgenic strain leads to a nearly complete absence of
parasite proliferation in the intestine after oral infection (Jensen et al., 2013). Again, the most
obvious explanation is the special ocular environment in our experiments. Our cytokine analysis
revealed a remarkable increase of all Thl and inflammation markers, compared to the wild type
PRU strain, and partially even compared to the RH strain. As the parasite load is still inferior in
the PRU ROP16-I strain, compared to RH, this high cytokine production cannot, this time, be
solely explained as secondary to parasite proliferation. Again, the similar retinal pathology of the
wild type and transgenic PRU strains argues against a direct role of the ROP16 allele in
pathological processes. Remarkably, the transgenic strain does not cause host death, despite high
parasite proliferation. Many questions remain open and future studies will have to look at the

specific immune response elicited by ROP16 in the eye.

In summary, we introduced a model to compare ocular pathology and parasite proliferation for
Toxoplasma strains of different virulence. This should be extend in future studies to the highly
variable and often highly pathogenic South American strains and compared with sequence
analysis and comparison of selected virulence factors, notably ROP16. According to our first

results, ROP16, in the ocular setting, is strongly implicated in parasite control, but not in
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pathology. It would now be very interesting to identify the exact differences between ocular and

systemic infection.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Studies of the behavior of an avirulent and a virulent strain of 7. gondii in the eye.
(A) Hematin-eosin staining of retina sections. GCL ganglion cell layer; INR inner nuclear layer;
ONL outer nuclear layer.lRetina destruction: vasodilation, cells migrations. (B) Ocular parasite
load determined by quantitative PCR on DNA extracted from whole eyes. Values shown are from
pools of 8 eyes of one representative experiment. TAH mice infected with RH strain died before

day 14.

FIGURE 2 Cytokine concentrations in aqueous humor of mice intravitreally infected with PRU
and RH strains, as determined by Bio-Plex assay. The values are from pools of 8 eyes of one
representative experiment out of two and given as ratio of infected mice and PBS sham-injected

mice. + All mice infected with RH strain died before day 14.

FIGURE 3 Histological analysis and parasite quantification following infection with RH (type
I) wild type and ROP16 KO strains. (A) Hematin-eosin staining of retina sections. GCL ganglion
cell layer; INR inner nuclear layer; ONL outer nuclear layer. (B) Ocular parasite load determined
by quantitative PCR on DNA extracted from whole eyes. Values shown are from pools of 8 eyes

of one representative experiment.

FIGURE 4 Cytokine concentrations in aqueous humor of mice intravitreally infected with RH
(type I) wild type and ROP16 KO strains. The values are from pools of 8 eyes of one
representative experiment and given as fold induction (ratio of infected mice and PBS sham-

injected mice).
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FIGURE 5 Histological analysis and parasite quantification of C57BIl/6 mice infected with PRU
wild type, a genetically modified PRU-ROP16-I and RH strains. (A) Hematin-eosin staining of
retina sections. GCL ganglion cell layer; INR inner nuclear layer; ONL outer nuclear layer. (B)
Ocular parasite load determined by quantitative PCR on DNA extracted from whole eyes. Values
shown are from pools of 8 eyes of one representative experiment. + All mice infected with RH

strain died before day 14.

FIGURE 6 Cytokine concentrations in aqueous humor of mice intravitreally infected with PRU
wild type, a genetically modified PRU-ROP16-1 and RH strains. The values are from pools of 8
eyes of one representative experiment and given as fold induction (ratio of infected mice and

PBS sham-injected mice). + All mice infected with RH strain died before day 14.

FIGURE 7 Eye fundus examination of infected mice. For day 7 of RH infection, no fundus
examination could be done, the picture shows the external face of the eyeball. Arrows:

retinochoroiditis; asterisks : retinal detachment; arrow heads : neovascularization.
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Figure 3

RH

RH-A ROP16 | FW‘W :

=
ok "‘,,.“[ A \".
At 4 ) y Lkl
.
3 7
B Days post infection
o0 B RHWT
2 B RH AROP16
()
T
2 |
~ 3
=
5}
o
o I
Sz

0 160 200 800 20,000 40,000
Parasite proliferation

108



Figure 4
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Figure 6
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B/ Résultats complémentaires

1) Immunophénotypage de la rétine lors d’une infection avec une souche de type II dans
une souris résistante Swiss- Webster

L’objectif des expériences menées avec la souche PRU de type II sur les yeux des souris Swiss-
Webster résistantes a la toxoplasmose consistait a localiser sur des coupes a la congélation d’ceil
entier les cellules activées et les cytokines présentes lors d’une infection toxoplasmique en phase
aigué. Les autres expériences telles que la quantification de la charge parasitaire ainsi que
certains transcrits ont déja été réalisées par mes prédécesseurs (these N. Argy, Sauer et al., 2009
et 2012). Sept jours apres une infection avec une souche PRU, une activation des cellules de la
microglie (CD11b) est visible ainsi qu’une production d’IL-12 et d’IFN-y. Les cellules de Miiller
(Vimentine+), I’IL-23 et I’IL-25 sont présentes mais dans les mémes proportions que ce qui est

exprimé de base dans les rétines non infectées ou contrdles (injection de PBS en intraoculaire).

Miiller Microglia IL-12 IFN-y IL-23 IL-25
GCL
(O L ol => |4 4
D7 T INL
1‘ 1\ ONL
Figure 16 : Localisation de la production de cytokines et de cellules dans les rétines infectées.

Des co-localisations ont été réalisées a 7 jours apres 1’infection et nous ont permis de montrer
que I’IL-17 co-localise avec les cellules de Miiller (Vimentine+) (Sauer et al., 2012 ; Fig A) ainsi

que certaines cellules bipolaires (marqueur Chx10) (Fig B).
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IL-17 Miiller cells Merge

IL-17 Bipolar cells Merge

Figure 17 : Co-localisation de I'IL-17 avec les cellules de Miiller (A) et les cellules bipolaires (B).
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2) Régulation de la voie Th17 oculaire dans un modele de TO en phase aigué avec des souris
C57Bl/6

Le point d’orgue de ces expériences est la compréhension des mécanismes immunopathologiques
de la TO lors d’une infection aigué chez des souris dites sensibles a 1’infection. Pour cela, des
expériences supplémentaires sur la régulation de la voie Th17 locale ont été effectuées avec les
souris C57Bl/6 et les souches de type I (RH), de type II (PRU) et leurs mutants (RH-ROP16 1
KO et PRU-ROP16 I).

» Quantification des transcrits lors d’une infection TO en phase aigué :

La quantification est réalisée sur un pool de 8 rétines afin de faciliter la détection des transcrits.
Sur la figure 18 n’apparaissent que les transcrits pour lesquels une différence est visible. Deux
expériences ont été réalisées, une troisieme est en cours. Nous pouvons observer qu’avec une
souche de type 11, les facteurs de la voie T régulatrice anti-inflammatoire, I’IL-10 et I’IL-27 ainsi
que la cytokine de la voie Th1 - I’'TFN-y - sont exprimés dans les rétines des souris C57Bl/6. Ces
facteurs protecteurs semblent contrebalancés par la forte expression de la cytokine Th17 : I’'IL-
17. 11 est intéressant de souligner que I’IL-27 et I’'IL-17 suivent le méme profil d’expression, avec
une augmentation a 3 jours post-infection suivie d’une diminution a 7 jours puis de nouveau une
augmentation a 14 jours apres infection. Pour la souche de type I, une forte expression du transcrit
de I’IFN-y est observée ainsi qu’une expression des cytokines IL-25, IL-10 et IL-27 a 3 et 7 jours
apres I’infection. La souche RH-ROP16 I KO exprime plus fortement les transcrits du facteur de
transcription de la voie Th2 - GATA-3 - et de I'I[FN-y. Le transcrit de I’IL-10 est également
exprimé 7 jours apres infection alors que ceux de I’'IL-27 et I’'IL-17 ne sont pas modifiés. La
quantification des transcrits de la souche PRU-ROP16 I est quant a elle sur le point d’étre
finalisée.

Le génotype de la souche infectante influence 1’expression des transcrits nécessaires a la mise en
place de la réponse immunitaire. Ainsi, bien que cela reste a confirmer, la souche de type II
exprime préférentiellement des facteurs des voies Th17 et T reg, tandis que les souches de type
I développent une réponse plutdt anti-inflammatoire Th2 et Treg, a I’exception de la cytokine

pro-inflammatoire, I’I[FN-y, qui initie le contrdle de la charge parasitaire.
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Figure 18 : Transcrits des génes régulés dans les rétines des souris C57Bl/6 en fonction des souches de type I et 11
et de leurs mutants.

> Etude de ’inflammation oculaire dans la sclére et la choroide :

Pour analyser I’architecture de la rétine et I’inflammation engendrée apres 1’infection d’une
souche de type I, de type II et de leurs mutants respectifs dans 1’ceil, des coupes histologiques
colorées a ’hématoxyline-éosine ont été réalisées.

Les coupes histologiques nous ont permis de voir que 1’inflammation, qui n’était pas forcement
visible dans les rétines, pouvait se localiser dans les tuniques sous-rétiniennes comme la choroide
et la sclere. En effet, nous pouvons observer, en fonction de la souche infectante, un amas
inflammatoire composé principalement de neutrophiles — difficiles a reconnaitre du fait de leur
état de mort, de quelques lymphocytes et d’une activité macrophagique.

L’infection toxoplasmique, bien qu’étant localisée dans la rétine, provoque selon les souches une

réponse inflammatoire plus ou moins importante de I’ceil dans sa globalité.
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RH-ROP161 KO

PRU-ROP161

Figure 19 : Histologie des tuniques sous-rétiniennes apres infection des souches toxoplasmiques WT et de leurs
mutants.

» Localisation des cellules et des cytokines dans les rétines infectées :
Le but de cette expérience est de localiser les cellules migrantes et résidentes dans les rétines
infectées ainsi que la production des cytokines d’intérét. En outre, cela nous permettra de
visualiser d’éventuelles différences dans la réponse immunitaire de 1’ceil en fonction des souches
et de leurs mutants.
Grace a des coupes cryo-congelées d’ceil entier, nous avons pu mettre en évidence et localiser
dans la rétine la production de facteurs immunitaires clés appartenant aux voies Thl et Th17

suivant la souche toxoplasmique infectante, aux jours 3 et 7 post-infection (Fig 20). Lorsque les
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souris sont infectées avec la souche PRU peu virulente de type II, I’expression de I’ensemble des
cytokines est observée a ces différents temps. L’IL-12, qui permet I’activation de la voie Thl et
la production d’IFN-y, est localisée principalement dans les couches plexiformes interne et
externe, a I’instar de I’IFN-y. Ces cytokines, a en juger par leur localisation, sont probablement
produites par les cellules microgliales. La cytokine pléiotropique IL-6 s’exprime quant a elle
dans la couche ganglionnaire, tandis que la cytokine IL-23 se trouve principalement dans la
couche plexiforme externe. Il est a noter que I’IL-23 est exprimée de facon basale dans la rétine
et par conséquent que les yeux des souris non infectées en possedent aussi. L’IL-17 est localisée
dans les couches ganglionnaire, nucléaire interne et plexiforme externe. Nous avons déja
démontré qu’une partie de I’IL-17 est co-localisée avec les cellules de Miiller (Sauer et al., 2012)
tandis qu’une autre partie est probablement exprimée par certaines cellules bipolaires (cf partie I
des résultats complémentaires). Avec la souche RH virulente de type I, 1'unique cytokine
observée est I’IL-17. Trois jours apres l’infection, celle-ci est retrouvée dans les couches
ganglionnaire, nucléaire interne et plexiforme externe, alors qu’a 7 jours post-infection elle n’est
plus que dans les couches ganglionnaire et plexiforme externe. Lorsque la protéine ROP16 I est
supprimée de la RH (RH-ROP16 I KO), I’expression des cytokines IL-12 et IFN-y est restaurée
7 jours apres I'infection. L’IL-23 et I’[L-17 sont également visibles aux deux temps de facon
similaire a ce qui a été observé pour une infection avec la souche PRU. Pour la souche PRU-
ROP16 I, toutes les cytokines sont exprimées selon le méme modele que la souche PRU, a
I’exception de I’'IL-17 qui est localisée principalement dans la couche ganglionnaire.

Ces résultats mettent en évidence le fait que la présence de la protéine ROP16 I dans sa souche
de type I d’origine, ici la RH, régule I’expression des cytokines oculaires, notamment celles de
la voie Thl mais également I’IL-12, I’IFN-y, les cytokines de la voie Th17, I'IL-23 et I'IL-17.
Toutefois, dans le cadre d’une souche de type Il telle que la PRU, la protéine ROP16 I ne semble

affecter que I’expression de I’'IL-17.
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Figure 20 : Localisation de la production de cytokines dans la rétine.
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Les autres cellules et cytokines localisées dans les rétines infectées sont les suivantes (Fig 21) :

les leucocytes, marqués au CD45. Ils sont localisés dans la couche ganglionnaire et
également dans la couche plexiforme externe ;

certaines cellules microgliales, marquées au CD11b. Leur présence dans les rétines
infectées a été difficile a obtenir. Elles sont situées dans les couches ganglionnaire et
plexiforme externe également. La présence de ces cellules semble plus importante lors
d’une infection avec la souche PRU-ROP16 I mais cela reste une hypothese difficile a
confirmer avec des fluorescences de ce type.

Les cellules de Miiller, marquées a la vimentine. Une activation plus forte de ces cellules
3 jours apres infection avec une souche RH, RH-ROP161 KO ou PRU-ROP16I est visible
avec un marquage de la couche photoréceptrice.

Les cellules NK, quant a elles, se trouvent dans la couche ganglionnaire mais lors d’une

infection avec une souche PRU 3 jours apres infection.

Les cases noires sont les marquages a terminer. De plus, la présence de certaines cellules est a

confirmer, telles que les cellules NK, les lymphocytes et les gamma-delta.
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Figure 21 : Localisation cellulaire dans la rétine (3-7 jours post-infection).
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Les cellules gamma-delta, connues pour produire de I’IL-17, ainsi que les lymphocytes
(marquées avec un anticorps CD4) semblent présentes dans la couche ganglionnaire des
rétines lors d’une infection avec une souche PRU-ROP161 7 jours apres I’infection. Pour
les cellules gamma-delta, aucun marquage n’est présent avec les autres souches. Il
faudrait cependant confirmer leur présence 3 jours apres 1’infection. Alors que pour les
lymphocytes, seuls les controles ont été réalisés et la présence de ces cellules avec les

autres souches est également a vérifier.

Gamma-delta Lymphocytes

Ll 1

Figure 22 : Localisation des lymphocytes et des cellules gamma-delta dans la rétine.

La cytokine IL-22, appartenant entre autres a la voie Th17, est exprimée constitutivement
dans les couches des RPE dans les rétines non-infectées et infectées (non montré ici).
Cependant, un marquage de la couche ganglionnaire est clairement mis en avant ainsi
qu’un marquage de certaines cellules de la couche nucléaire interne 7 jours apres une
infection avec une souche RH-ROP161 KO. L’IL-22 est une cytokine régulatrice dont les
actions peuvent €tre soit pro soit anti-inflammatoires suivant les maladies et les tissus
concernés (Ke et al., 2011). Dans les uvéites auto-immunes non-infectieuses, 1’'I1L-22
semble induire 1’apoptose des cellules RPE et participerait a la rupture de la barricre
hémato-rétinienne. Il conduirait ainsi a 1’inflammation oculaire (Li et al., 2008).
Toutefois, une étude sur I'uvéite auto-immune expérimentale démontre que 1’IL-22
diminue la sévérité de la maladie par une action sur les cellules APC CD11 g + (Ke et

al., 2011).
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Figure 23 : Localisation de la production de I’'[L-22 dans la rétine.

- La cytokine IL-25 ou IL-17E appartient a la famille de I’IL-17, partageant ainsi 16%
d’homologie avec I’IL-17 mais elle est sécrétée et favorise les cellules de la voie Th2.
L’IL-25 est localisé dans la couche ganglionnaire des souris infectées avec une souche
PRU et également avec une souche RH avec un nombre de cellules plus important.
Cependant, un marquage de cette couche est €également visible dans les rétines controles
3 jours apres I'infection et serait a confirmer afin de savoir s’il existe une expression de
base de I’IL-25 dans les rétines et si celle-ci est modulée par les souches. De plus le

marquage de cette cytokine avec les souches mutées est a réaliser.
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Figure 24 : Localisation de la production de I'[L-25 dans les rétines infectées avec une souche de type I ou de type
1L

Ainsi, I’'immunophénotypage révele 'importance du génotype de la souche infectante qui
influence ’activation ou I’inhibition des cellules et des cytokines dans les rétines. De plus, ces
expériences démontrent que les facteurs de virulence tels que ROP16 I participent fortement a la
régulation de la production des cytokines ainsi qu’a la migration et a I’activation des cellules

dans les rétines infectées.

» ROP16 I régule I’expression rétinienne de 1’'IL-23 :

Nous avons vu précédemment que I’expression de 1’IL-23 dans une souche de type I est modulée
par ROP16 I (Fig 20). Nous avons donc cherché a savoir a partir de quand cette expression était
régulée. Nous pouvons constater que I’IL-23 est présent 1 jour apres une infection avec une
souche RH et disparait définitivement des le 2°™ jour (Fig 25). La régulation de ’IL-23 par une
souche virulente de type I se fait donc treés précocement. Dans la souche de type II - PRU - ou
une ROP16 de type I a été ajoutée, la régulation de I’IL-23 est plus tardive et se manifeste entre
8 et 14 jours apres I’infection. Cela met en évidence le fait que I’expression de I’IL-23 rétinien
est modulée par la protéine ROP16 de type I indépendamment du génotype dans lequel elle se
trouve. Il faudrait donc déterminer a partir de quand cette régulation est effective pour la souche

PRU-ROPI16 L
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Figure 25 : Régulation de I’expression de I’IL-23 dépendante de ROP16 I.

Lors des marquages fluorescents avec I’IL-23, cette cytokine non retrouvée dans les rétines des
souris infectées avec la souche RH de type I semble apparaitre dans I’épaississement du tissu
entourant le nerf optique. En effet, avec une souche RH I’inflammation est tellement importante
qu’un épaississement de la sclére se forme 7 jours apres 1’infection, se prolongeant et entourant
une partie du nerf optique. Les prélevements effectués sur les yeux de ces souris deviennent alors
tres compliqués du fait de ’extréme fragilité de ’ceil. Cette fluorescence n’est pas observée lors

des infections avec des autres souches puisque cet épaississement sclérique n’est pas observé.
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Nerf optique

Figure 26 : Présence de I’IL-23 avec une souche de type I dans le tissu périphérique.

Les marquages de STAT3 phosphorylé ainsi que de PD-1 sont en cours de réalisation. Le but
étant de mettre en évidence 1’activation de STAT3 par les souches contenant la ROP16 1, c’est-
a-dire RH et PRU-ROP16 I et éventuellement la présence d’un épuisement des cellules T via le
marqueur PD-1 (Programmed cell death 1). L’épuisement des cellules T se réfere initialement a
la perte de fonction des cellules T lors d’infection virale. Cependant, récemment les études ont
montré que cet épuisement cellulaire pouvait étre étendu aux infections parasitaires. Ce
phénoméne commencerait au début de la phase chronique puis s’amplifierait lors la phase tardive
de I’infection chronique, conduisant probablement aux réactivations parasitaires et a la mort de
I’hdte. L’épuisement des cellules T CD8+ se manifeste par une perte progressive de leurs
plurifonctionnalités : cytotoxicité et production des cytokines pro-inflammatoires IFN-y et TNF-
a. De plus, les cellules T CD8+ montrent une augmentation de I’apoptose, une réponse mémoire
antigénique pauvre associée a une augmentation de 1’expression du récepteur inhibiteur PD-1 et
une diminution de ’expression de deux facteurs de transcription : T-bet et Eomesodermin

(Bhadra and Khan, 2012; Dlugonska and Grzybowski, 2013).
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» Modulation de la réponse inflammatoire en fonction de ROP16 1 :

L’identification des facteurs de la réponse immunitaire oculaire impliqués lors d’une infection
toxoplasmique en phase aigué est un élément indispensable a la compréhension des mécanismes
physiopathologiques. De plus, 1’utilisation des génotypes modifiés autorise 1’identification des
cytokines et chimiokines modulées par ROP16 I et la détermination du type de réponse
immunitaire locale mise en place en fonction de la souche infectante. Grace a la technique du
Bioplex, il est possible de doser simultanément 23 cytokines et chimiokines dans 12 pL d’humeur
aqueuse. Globalement, une forte réponse immunitaire est mise en place avec les souches RH et
PRU-ROPI16 I, contrairement a ce qui se déroule avec les souches PRU et RH-ROP16 1 KO (Fig
27). Les facteurs de la voie Th2 tels que I’IL-3, I’IL-4, I’'IL-5 et I’IL-13 ainsi que I’IL-2 de la
voie Thl sont également augmentés avec les souches RH et PRU-ROP16 I mais de facon plus

faible et ne sont pas présentés ici. Il est en de méme pour 1’eotaxine et I’'IL-15.
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Figure 27 : Quantification protéique de I’ humeur aqueuse des souris C57Bl/6 infectées en intraoculaire avec les
souches parasitaires RH et PRU et leurs mutants respectifs.

Ainsi, I’absence de ROP16 I dans une souche de type I diminue les facteurs de la réponse
immunitaire associée au génotype I WT. Lorsque cette protéine ROP16 I est dans un génotype
I1, la réponse immunitaire s’en trouve fortement accrue. Avec la souche de type II PRU contenant
un facteur de virulence ROP16 I (PRU-ROP16I), la quantification des facteurs égale, voire
dépasse celle d’une souche de type I. La protéine ROP16 I influence considérablement la réponse
inflammatoire oculaire, notamment la production de chimiokines nécessaires au recrutement des

cellules immunitaires au site de I’inflammation.
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» Conséquence de I’absence d’IL-23 endogene lors d une infection avec une souche

virulente RH :

L’IL-23, appartenant a la voie Th17, semble jouer un réle important dans le développement de
la réponse immunitaire et parait étre régulée par la protéine ROP16 1. Nous avons donc voulu en
savoir plus sur la fonction de cette cytokine. Pour cela, nous avons utilisé des souris modifiées
pour le géne de I’'IL-23p19 (don du Pr B. Ryffel - CNRS, Orléans, France), sous-unité spécifique
de la cytokine IL-23 puisqu’elle partage avec la cytokine IL-12 la sous-unité IL-12p40. Sur des
coupes histologiques d’ceil nous pouvons voir une nette amélioration de la structure de la rétine
lorsque I’infection avec la souche RH est effectuée sur les souris C57Bl/6 IL23p19 KO, comparée
a celle effectuée sur des souris C57Bl/6 Wild-Type (WT) (Fig 28 A). Chez les souris WT, des
vasodilatations sont visibles dans la couche ganglionnaire, ainsi que des migrations cellulaires et
un rapprochement des couches interne et externe des noyaux, tandis que chez les souris IL-23p19
KO Ia rétine est quasiment intacte et nous notons la présence d’une légére modification dans la
couche ganglionnaire. La quantification du transcrit du gene SAG-1 révele que la multiplication
parasitaire dans les yeux des souris déficientes pour le gene de IL-23p19 est tres faible comparée
a celle des souris WT (Fig 28 B). Ces résultats démontrent que I’IL-23 rétinien semble nécessaire
a la multiplication parasitaire de la souche RH dans I’ceil et qu’il joue un rdle dans le

développement des 1ésions. L’IL-23 influence donc de facon négative la pathologie oculaire.
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Figure 28 : Analyse de ’absence d’IL-23 endogene lors d’une infection avec une souche de type 1.

Lorsque I’infection des souris déficientes pour I’IL-23p19 est effectuée avec une souche de
type I comme la RH, I’expression des transcrits étudiés est diminuée, sauf pour I’IFN-y et I’IL-

25, cette derniere serait a confirmer compte tenu du faible écart existant (Fig 29).
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Figure 29 : Expression des transcrits dans les rétines des souris IL-23p19 KO lors d’une infection avec une
souche de type I.
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Le pool d’humeur aqueuse de 8 yeux nous a permis de quantifier des cytokines par la technique
de Bioplex puis de diviser cette quantification par leurs controles respectifs (Fig 30). Apres une
infection avec une souche de type I, la réponse immunitaire dans 1’ceil des souris déficientes est
beaucoup plus faible que celle observée chez des souris WT. Les deux seules cytokines produites
en plus grande quantité comparées aux souris WT sont I'IL-1a et I’IL-12p40. 1l est intéressant
de voir que méme la protéine de I'IFN-y est tres faiblement exprimée alors que I’IFN-y était

I’unique transcrit présent. L’ensemble des facteurs de la voie Thl - I'IL-12p70 et 'I[FN-y - et de
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la voie Th17 - I’IL-6 et I’IL-17 - sont augmentés mais de facon beaucoup plus faible par rapport
a ce qui a été quantifi¢ dans les humeurs aqueuses des souris WT. L’absence d’IL-23
fonctionnelle pourrait étre responsable en partie de cette diminution. Cependant, cette forte
diminution de I’ensemble de la réponse inflammatoire chez les souris IL-23p19 KO est en
corrélation directe avec la faible multiplication parasitaire observée chez ces souris. Les protéines
eotaxine, RANTES, IL-2 et IL-1p ainsi que les facteurs de la voie Th2 : IL-3, IL-4, IL-5 et IL-
13 sont également diminuées dans les HA des souris déficientes mais ne sont pas présentées ci-
dessous. Toutefois, le fait que I'IFN-y diminue également ne permet pas d’expliquer le controle

important de la charge parasitaire oculaire.
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Figure 30 : Comparaison des protéines de ['humeur aqueuse produites lors d’une infection avec la souche RH
entre des souris C57BIl/6 déficientes ou non pour le gene de I'IL-23p19. Ordonnées : jour post-infection ;
abscisses : index.
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» Conséquence de I’absence d’IL-23 endogene lors d une infection avec une souche

de type II peu virulente comme la souche PRU :

Lorsque les souris IL-23p19 KO sont infectées avec la souche de type II PRU, I’architecture de
la rétine reste intacte alors que chez les souris WT au méme temps d’infection, la structure de la
rétine est endommagée principalement dans la couche ganglionnaire (Fig 31 A). La
quantification du transcrit du gene SAG-1 est légerement moins importante chez les souris
déficientes que celle des souris WT (Fig 31 B). L’IL-23 lors d’une infection avec une souche
PRU participe également au développement des Iésions rétiniennes ainsi qu’a la multiplication

parasitaire mais de maniere moins importante pour cette derniere que ce qui observé avec une

souche RH.
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Figure 31 : Effet de I’absence d’IL-23 endogene lors d’une infection avec une souche de type I1.
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Les transcrits quantifiés a partir d’un pool de 8 rétines chez les souris déficientes en IL-23p19
montrent que, lorsque l’infection est réalisée avec une souche de type II, I’expression de
I’ensemble des génes est augmentée, y compris pour I’IL-23, a I’exception de I’IL-17 et de I’'IL-
25 qui ont une expression diminuée (Fig 32). L expression de TGF-£ et HIF-1a n’est pas affectée
par I’absence d’IL-23.
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Figure 32 : Expression des transcrits dans les rétines des souris IL-23p19 KO lors d’une infection avec une
souche de type II.
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Les profils cytokiniques résultant d’une infection avec une souche de type II chez des souris WT
ou déficientes pour le gene de I’'IL-23p19 ont été étudiés afin de comprendre quels facteurs
étaient affectés (Fig 33). Cette quantification protéique montre que I'unique cytokine qui est
surexprimée chez les souris déficientes est I’'IFN-y. Les autres facteurs sélectionnés ne sont pas
modifiés par rapport a ce qui se passe chez des souris WT. La forte production d’IFN-y peut
expliquer dans ce cas la plus faible multiplication parasitaire observée chez ces souris. La
premiere figure est présentée sous forme d’index (rapport entre les yeux des souris infectés et les
contrdles de chaque race) tandis que la seconde représente une concentration. L’index n’a pu étre
réalisé faute de controle WT. Une forte production de chimiokines, autorisant le recrutement de
neutrophiles et macrophages au site de I’inflammation, est visible et c’est également le cas pour
des cytokines telles que I’IFN-y, 'IL-1a et I’'IL-12p40. L’IL-17F, qui possede 50% d’homologie
avec I’IL-17 (et peut avoir les mémes fonctions que celle-ci), semble produite dans de moindres
mesures que ce qui est observé chez les WT. Si ceci est confirmé, le role de I’'IL-17F dans les
TO devra étre investigué.

D’autres protéines sont également produites lors de I’infection mais ne sont pas montrées. Il
s’agit de MIP-1a et S, de I’eotaxine, I’'IL-1a, I’'IL-5 et I’'IL-4 qui sont produites de facon plus
importante que lors d’une infection avec une souche WT. L’IL-2, I’IL-10, I'IL-1$ et GM-CSF
ne différent pas d’une infection chez une souris WT. Au contraire, KC, TNF-a et IL-3 sont
produites de fagon moindre dans les HA des souris IL-23p19.

L’IL-12p40 et I'IL-1a sont les deux facteurs augmentés apres une infection avec les deux
souches. Ils doivent donc probablement jouer un rdle important dans 1’amélioration de la

structure rétinienne et le contrdle de la charge parasitaire chez les souris déficientes pour I’IL-

23p19.
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Figure 33 : Comparaison du profil cytokinique lors d’une infection avec une souche PRU entre les souris C57Bl/6

déficientes ou non pour le gene de I’'IL-23p19.

A : Index des humeurs aqueuses infectées sur la moyenne de celles des controles (injection de
PBS)

B : Concentration en pg/mL des protéines contenues dans [’humeur aqueuse
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Pour résumer : la présence de ROP16 I dans une souche de génotype I semble contrdler
rapidement la production oculaire de 1’IL-23 ainsi que partiellement celle de I’IL-12, de ’IFN-y
et de I’IL-17. De plus, une régulation de I’expression de I’IL-17 par les souches de type I semble
exister via les expériences de transcrits et de fluorescence ou I’IL-17 n’est peu ou pas exprimée,
ainsi qu’avec la souche PRU-ROP16 I. La protéine ROP16 I régule la production de cytokines
oculaires des voies Thl et Th17. L’IL-23, exprimé constitutivement dans la rétine, apparait
comme un facteur délétere lors d’une infection toxoplasmique. Son role dans des rétines saines

reste a définir.

N

De nombreuses expériences sont encore a réaliser pour étoffer la compréhension de ces
mécanismes de régulation. Les expériences de quantification de transcrits permettant de
confirmer nos premiers résultats sont en cours. La souche PRU-ROP16 I a été incluse dans ces
expériences. Les expériences impliquant les souris IL-23 KO infectées avec les souches PRU et
RH sont également a valider avec des expériences complémentaires. Il serait intéressant de
poursuivre les investigations avec cette souche murine et d’étudier le comportement des souches
toxoplasmiques modifiées RH-ROP16 I KO et PRU-ROP16 I, ainsi que la réponse immunitaire
oculaire associée. De plus, des expériences sur la survie de ces souris lorsqu’elles sont infectées
avec la souche RH seraient un bon complément puisqu’a 7 jours apres infection ces souris n’ont
pas de signes extérieurs de maladie (poils hérissés ou souris recroquevillées sur elles-mémes) et
que leur charge parasitaire et la réponse immunitaire n’augmentent que faiblement. De plus, la
recherche du mécanisme autorisant un controle de la charge parasitaire avec une infection RH en
absence d’IFN-y est a élucider. L’analyse du profil de croissance des différentes souches in vitro
aux différents temps d’infection sera effectuée prochainement. Une étude de I’activité de
promoteur de I’'IL-23 avec ces différentes souches parasitaires sur des cellules rétiniennes,

comme les microglies, est a prévoir.
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3) Perspectives : infection oculaire avec des souches atypiques

Introduction

Les souches sud-américaines, de génotypes atypiques, sont treés hétérogenes et hautement
virulentes. Les atteintes oculaires observées dans cette région sont nettement plus fréquentes et
plus séveres que ce qui est observé en Europe ou en Amérique du Nord. Il nous a paru naturel
d’étudier le comportement de ces souches atypiques responsables de cliniques oculaires séveres
dans nos modeles murins.

Nous nous sommes intéressés a deux souches dites atypiques, la RUB et la VAND, isolées toutes
les deux en Guyane Francgaise chez des patients immunocompétents. La souche atypique RUB,
haplogroupe 35, a été isolée des fluides de lavage broncho-alvéolaires d’un patient tandis que la
souche atypique VAND, haplogroupe 10, a été prélevée dans le sang d’un patient (CRB
Toxoplasma). Ces souches virulentes chez la souris sont hautement pathogéniques chez I’Homme
et responsables de pathologies séveres. Les expériences ont été réalisées sur deux souches de
souris de susceptibilités différentes dans le but de comprendre I’influence du fond génétique de
I’hote dans le développement de la réponse immunitaire. Les souris utilisées sont les Swiss-
Webster, dites résistantes a la toxoplasmose et les C57B1/6 dites sensibles a la toxoplasmose. Des
expériences de quantification parasitaire oculaire et de transcrits ont été réalisées sur des pools
d’yeux. Cependant, les travaux n’ont pas été poursuivis du fait de I’instabilité de ces souches en
culture qui engendrait des problemes de non-reproductibilité des expériences. Malheureusement,
ce probléme n’est pas résolu a I’heure actuelle. Ainsi, aprés quelques passages en culture
cellulaire, les souches ne répondaient plus de la méme facon lors des infections in vivo. En ce
qui concerne la souche RUB, elle n’¢était plus létale en 7 jours comme ce qui avait été observé
précédemment. De plus, la protéine SAG-1 de ces souches atypiques, protéine dite « conservée »
pour I’ensemble de souches toxoplasmiques, n’est pas reconnue en PCR quantitative et ne nous
a donc pas permis de valider les quantifications des transcrits (Fig 34). En effet, le transcrit de
SAG-1 permet une reconnaissance des souches de types I, II ainsi que de la souche atypique LEF
dans notre cas mais pas de toutes les souches atypiques, puisque les souches VAND et RUB ne

sont pas amplifiées et ont un cycle seuil (Ct) équivalent au blanc.
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Figure 34 : Quantification du transcrit SAG-1 issu de différentes souches toxoplasmiques.

Cependant, les quantifications de la charge parasitaire locale avec les souches VAND et RUB

sont fonctionnelles et montrent chez des souris Swiss-Webster une multiplication parasitaire a 7

et 3 jours post-infection respectivement (Fig 35).
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Figure 35 : Charges parasitaires oculaires des souches atypiques RUB et VAND chez des souris résistantes Swiss-

Webster.
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En ce qui concerne la quantification parasitaire dans les yeux des souris C57BI1/6, une forte
multiplication des parasites de la souche RUB a 7 jours aprés I’infection est observée, alors que
pour la souche VAND la multiplication serait plus tardive et aurait lieu 14 jours apres I’infection

(Fig 36). Toutefois, ces expériences n’ont été réalisées qu’une seule fois et seraient a confirmer.
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Figure 36 : Quantification de la charge parasitaire oculaire chez des souris C57Bl/6 avec les souches atypiques
RUB et VAND.

Les JO visibles pour les souches RUB et VAND confirment [’injection des parasites dans le vitre.

L’histopathologie ne montre que peu de modifications de 1’architecture rétinienne alors qu’il
avait été précédemment observé au sein du laboratoire que la souche RUB modifiait

profondément la rétine et cela des 3 jours post-infection (These N. Argy, 2011).

La quantification des transcrits pour ces deux souches n’a donné aucun résultat réellement
exploitable. Pour les souris Swiss-Webster, les seules observations possibles concernent I’IFN-y
qui est augmenté avec une souche RUB a 14 jours apres infection, ainsi que UHRF-1 a 3 jours
apres infection et potentiellement IL-25 qui aurait une expression bi-séquentielle (Fig 37 A).
Pour la souche VAND, une augmentation d’IL-17 serait probable 3 jours apres 1’infection (Fig
37 A). Pour les souris C57B1/6, nous observons uniquement une augmentation du transcrit de

I’IL-17 a 7 jours apres infection avec la souche VAND (Fig 37 B).
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VAND dans des souris Swiss-Webster (A) et C57Bl/6 (B).
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La compréhension des mécanismes physiopathologiques engendrés par des souches atypiques
serait un réel atout dans la lutte contre la TO en Amérique du Sud. Cependant, bien que cette
perspective soit fort attrayante, les problémes techniques non résolus a I’heure actuelle

nécessitent des investigations complémentaires pour maitriser 1’'usage des souches sauvages.
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II/ Etude des mécanismes physiopathologiques élaborés par une
souche de type II dans un modele murin lors de récurrence de la
TO

A/ Publication « La réponse inflammatoire induite par I’'IL-6 lors des
récurrences de la TO est responsable de la pathologie rétinienne»

La publication « La réponse inflammatoire induite par 1’IL-6 lors des récurrences de la TO est
responsable de la pathologie rétinienne » a été soumise a 1’International Journal for Parasitology

le 14 novembre 2014.

La TO est une des causes majeures d’inflammation du segment postérieur de 1’ceil et bien que
les 1ésions soient auto-limitantes chez les personnes immunocompétentes, elles restent malgré
tout une réelle menace pour la vision, d’autant plus qu’un risque de réactivation reste possible.
Sur le long terme, le risque de réactivation engendrant de nouvelles 1€sions représente une
menace constante pour la capacité visuelle et un probleme sous-estimé de santé publique pour
I’ensemble des pays, notamment pour les pays d’Amérique latine ou la prévalence de la TO est
plus importante. Aucun traitement n’est capable a 1’heure actuelle de réduire le risque de
réactivation de facon permanente. Une intervention plus spécifique basée sur I’immunité pourrait
étre plus prometteuse mais il n’existe aujourd’hui aucune donnée sur le controéle immunologique,
ceci étant principalement di a I’absence d’un modele murin adéquat et d’études humaines
concluantes. Dans cette publication, nous établissons un modele murin de TO récurrente et
présentons les premiéres données immunologiques obtenues. Le fait d’injecter spécifiquement
les parasites et les anticorps neutralisants directement dans 1’ceil nous autorise a regarder les
facteurs immunitaires clés spécifiques de cet organe. Etant donné qu’aucune information sur la
susceptibilité des souches de souris lors d’une réinfection oculaire n’existe, nous avons décidé
d’utiliser deux souches de souris possédant des capacités de contrdle de I’infection rétinienne

différentes.
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Ce choix nous a permis de disséquer deux modeles de réactions immunitaires: 1’une délétere et
I’autre protectrice pour I’ceil. Les souris Swiss-Webster, relativement résistantes a la primo-
infection, n’ont pas d’augmentation de la charge parasitaire oculaire apres réinfection ni de
profondes modifications de leur structure rétinienne. Elles arborent un faible profil cytokinique,
principalement établi sur la voie Th2 avec une production rapide d’anticorps spécifiques et de la
cytokine IL-31. L’activation soutenue de SOCS3, retrouvée dans les rétines de ces souris, est
associée a un processus anti-inflammatoire actif qui inhibe principalement I’activation des génes
dépendante de STAT3. Les souris C57Bl/6, quant a elles, développent de facon transitoire une
forte charge parasitaire accompagnée d’une détérioration de la structure rétinienne apres
réinfection. Ceci est concomitant a une forte réponse immunitaire intraoculaire de type Th1-Th17
caractérisée par une production d’IL-6, d’IL-17, d’IL-12 et d’IFN-y. Une légere production d’IL-
13 est également observée. Cependant, les taux d’anticorps chez ces souris n’augmentent pas
apres réinfection. Les roles des deux principales cytokines augmentées, 1’IL-6 et I'IFN-y, ont été
étudiés par neutralisation locale. L’IFN-y, reconnu depuis longtemps comme médiateur central
de la résistance aux infections toxoplasmiques, est le point central de la réponse immune
dynamique lors des récurrences en limitant la prolifération parasitaire locale et I’inflammation
via la régulation notamment de I’IL-6 et I’IL-12. Contrairement a I’I[FN-y, la fonction de I’'IL-6
dans notre modele est clairement délétere pour I’ceil. Elle favorise la multiplication parasitaire et
le développement des 1ésions ainsi que la production de I’IL-17, cytokine décrite comme délétere

dans les phases aigués de TO.

Nos résultats valident notre modele de réinfection locale avec des parasites homologues sous
forme tachyzoite, qui provoque une désorganisation visible mais temporaire de I’architecture
rétinienne ainsi qu’une multiplication parasitaire transitoire chez les souris C57Bl/6, rappelant la
nature éphémere des réactivations de TO humaines. Tandis que les souris Swiss-Webster, qui
controlent parfaitement la charge parasitaire locale par un mécanisme antiparasitaire actif,
peuvent étre comparées a la majorité des patients européens chez qui les réactivations sont
rarement observées. Nos modeles pourraient représenter les cas de ces deux manifestations
cliniques extrémes de contrdle ou non de la réactivation parasitaire. Il est intéressant de noter que
chez les patients colombiens, il y a une production oculaire d’IL-6 et d’IL-13 qui n’est pas

retrouvée chez les patients frangais. Méme si le role crucial de la souche infectante doit étre
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considéré lorsqu’il s’agit d’une infection sud-américaine, cette observation pourrait relier le
motif cytokinique de notre modele oculaire aux caractéristiques cliniques observées pendant la
TO. Nos observations mettent é¢galement en avant le role crucial du fond génétique de 1’hote dans
le contrdle de la prolifération parasitaire lors d’une récurrence toxoplasmique oculaire.

Pour conclure, notre modele murin de récurrence de la TO développe des caractéristiques clés
des réactivations de TO et permet d’émettre des hypotheses sur les mécanismes immunologiques
et génétiques régulant I’émergence de ces récurrences. De plus, notre caractérisation
immunologique des critéres de résistance et susceptibilité ouvre la voie a I’évaluation des
possibilités d’intervention basées sur une régulation de la réponse immunitaire délétere chez les

patients atteints de TO récurrente.

Eléments essentiels :
- L’inflammation rétinienne est corrélée a la multiplication parasitaire
- I’IFN-y intraoculaire possede un role protecteur et limite la réplication parasitaire locale
lors d’une réinfection
- L’IL-6 intraoculaire a un role délétere dans le controle parasitaire et I’induction des

réponses pathologiques lors d’une réinfection

Perspectives :
o Recherche des multiples interactions de la cytokine pléiotropique IL-6 avec les
cellules résidentes ou non de la rétine ;
o Poursuite des investigations sur I’origine cellulaire de SOCS3 ainsi que sur les

mécanismes de régulation de ce facteur immunitaire crucial.
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Cover Letter

Strasbourg, 14 November 2014
To:

International Journal for Parasitology

The Editor

Dear Editor,
Please find attached our manuscript entitled

IL-6 driven inflammatory response induces retinal pathology in reactivation of ocular

toxoplasmosis

which we send for publication in the International Journal for Parasitology. We think that the
results constitute an important step towards elucidation of the physiopathological mechanisms
of reactivation of ocular Toxoplasma infection. While reactivation of ocular toxoplasmosis is
now an acknowledged medical problem, the immunological and physiopathological
mechanisms are virtually unknown, mainly due to the lack of established mouse models. We
show here a comprehensive cytokine and transcription factor pattern following intravitreal
reinfection with Toxoplasma, which we think is at the moment the closest possible model of
reactivation in immunocompetent animals. The comparison of resistant and susceptible mouse
strains reveals some mechanisms about protective and detrimental responses within the
particular environment of the eye. We have used intravitreal parasite injection for several
publications, including one in the Journal of Infectious Diseases, which shows that they are
accepted as model systems. We already published reinfection studies, but so far only in the
setting of congenital infection. We present here the first study on reactivation of post-natally
acquired ocular toxoplasmosis. We also investigated the role of the proinflammatory cytokine
IL-6, which is an actual ‘hot topic’ in the research of infection and inflammation.

I'hope you will find the manuscript worth being published in your journal. If you need any other
information, please feel free to contact me.

I am looking forward to your reply

Yours sincerely,
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Alexander Pfaff, on behalf of the other authors.

*Graphical Abstract (for review)

anti IFN-y anti IL-6

*Highlights (for review)

We developed a mouse model of reactivation of ocular toxoplasmosis.

Clear differences between resistant and susceptible mouse strains are visible.
Protection is associated with low cytokine and high antibody responses.
IFN-y is also protective during Toxoplasma reactivation.

IL-6 driven inflammation is detrimental for retinal integrity and parasite control.
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Abstract

Ocular inflammation is one of the consequences of infection with the protozoan parasite
Toxoplasma gondii. Even if lesions are self-healing in immunocompetent persons, they pose a
life-time risk of reactivation and are a serious threat to vision. As there are virtually no
immunological data on reactivating ocular toxoplasmosis, we established a model of direct
intravitreal injection of parasites in previously infected mice with a homologous type II strain.
Two different mouse strains with variable ability to control retinal infection were studied in
order to describe protective and deleterious reaction patterns. In Swiss-Webster mice, which
are already relatively resistant to primary infection, no peak of parasite load was observed upon
reinfection. In contrast, the susceptible inbred strain C57Bl/6 showed high parasite loads after
7 days, as well as marked deterioration of retinal architecture. Both parameters were back to
normal at day 21. C57B1/6 mice also reacted with a strong local production of inflammatory
and Thl type cytokines like IL-6, IL-17A and IFN-y, while Swiss-Webster mice only showed
expression of the Th2 cytokine IL-31. Interestingly, rapid intraocular production of anti-
Toxoplasma antibodies was observed in Swiss-Webster, but not C57Bl/6 mice. We then
localized the cellular source of different immune mediators within the retina by
immunofluorescence. Finally, neutralization experiments of IFN-y or IL-6 demonstrated the
respective protective and deleterious roles of these cytokines for parasite control and retinal
integrity during reinfection. In conclusion, we developed and immunologically characterized a

promising mouse model of reactivating ocular toxoplasmosis.

Keywords

Toxoplasma gondii; Ocular toxoplasmosis; Recurrence; Mouse model; Inflammation
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1. Introduction

Ocular toxoplasmosis (OT), a sequel of infection with the apicomplexan parasite
Toxoplasma gondii, is a major cause of visual impairment worldwide, responsible for 30-50%
of posterior uveitis in immunocompetent people. While OT was considered until recently as
being exclusively due to congenital infection, screening of Toxoplasma seropositive persons in
Europe and North America revealed that 1-2% of this population present retinal toxoplasmic
lesions (Holland, 2003). Thus, possible reactivation of these ocular infections in post-natally
acquired individuals pose a hitherto underestimated problem for the health systems in these
countries (Delair et al., 2008), and even more so in regions like South America (De-la-Torre et
al., 2011; Pfaff et al., 2014). At the moment, even adequate treatment cannot exclude, and in
fact do not even reduce the risk of reactivation. To establish more specific, immune based
interventions, we need to elucidate the physiopathology of OT, which is so far largely ignored.
Therefore, we wanted to gather novel data on the immune responses involved in retinal 7. gondii
reactivation. The long-term objective of this model is to open new therapeutical perspectives of

human OT.

The main obstacle for thorough research of ocular reactivation is the absence of a suitable
mouse model (Pfaff et al., 2014). After oral or i.p. infection, mice develop ocular lesions and
have detectable parasite persistence afterwards, but no reactivation of inflammation was
observed in any mouse strain. Some studies achieved reactivation in primates or rabbits
following general immunodepression of the animals (Holland et al., 1988; O'Connor and Nozik,
1971), others provoked tachyzoite release and reactivation by administration of neutralizing
antibodies against T cells or central cytokines (Gazzinelli et al., 1994). However, these models
clearly do not represent reactivation in fully immunocompetent persons and do not permit
immunological studies. More promising, direct ocular infection has recently been established,
with injections in the anterior eye part (Lu et al., 2005) or the vitreous (Charles et al., 2007;
Delair et al., 2008; Lahmar et al., 2010). Here, we injected parasites in the vitreous of previously
infected mice to modelize as closely as possible spontaneous liberation of tachyzoites from
retinal cysts, which has been suggested as principal mechanism of reactivation in vivo (Melzer
et al., 2010). We validated this reinfection model to investigate some immunological aspects of
congenital Toxoplasma infection (Sauer et al., 2013). However, as congenital and post-natally

acquired Toxoplasma infections are clinically clearly two distinct entities (Bosch-Driessen et
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al., 2002), the immunological base of the disease is likely to differ considerably. In the present
study, we set up a mouse model for reactivation of adult acquired toxoplasmosis and study a
large panel of immune factors. Because there are no data on the mouse strain dependent
susceptibility for ocular reinfection, we studied outbred Swiss-Webster mice, which are
relatively resistant to a primary infection and inbred C57BL/6, known to be susceptible to
Toxoplasma infection by different routes (Johnson, 1984; Lu et al., 2005) in order to describe
protective and detrimental immune responses. We finally dissected the roles of two key
cytokines, IFN-y and IL-6, by local neutralization studies. The results presented here will

constitute a valuable base for testing targeted immune intervention.
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2. Materials and Methods
2.1. Mice and parasites

Female outbred Swiss-Webster, as well as inbred C57BL/6J mice, were purchased from Centre
d’Elevage R. Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) and partially bred in our own animal
housing facility (accreditation no A67-482-37). Animals were bred under specificpathogen free
conditions, according to national and local regulations. Animal studies in our laboratory were
approved by the local ethic committee (project no AL/77/84/02/13). Cysts of the avirulent PRU
strain of 7. gondii (haplotype 2) were obtained from the brains of Swiss-Webster female mice
previously perorally infected. The brain was homogenized in 1 mL of PBS. The amount of cysts
was determined microscopically. Tachyzoites of the PRU strain were maintained in human
THP1 monocyte cultures. Parasites were originally obtained from the French Biological
Resource Center Toxoplasma (CRB Toxoplasma — Laboratoire de Parasitologie, CHU Reims,

France).

2.2. Reinfection model

Female mice at 5 weeks of age were infected intraperitoneally with a cyst suspension of the
avirulent PRU strain of 7. gondii (5 cysts/mouse). In preliminary experiments, we verified that
retinal tissues were infected in all mice four weeks after infection. At this time point, mice were
injected intravitreally with a solution of 2000 tachyzoites in SuL sterile PBS per eye, using 30-
gauge needles (BD Microlance™ 3, Becton Dickinson, Ireland) on a 25uL syringe (702LT,
Hamilton, Bonaduz, Switzerland), during general anesthesia with isofluorane (Forene,

Laboratoire Abbott, Paris France). Mice of the control group received SuL. PBS intravitreally.

Aqueous humor was collected at different time points post-reinfection by anterior chamber
paracentesis (approximately SuL/mouse) with insulin syringe (Myjector, Terumo), pooled and
stored in aliquots of 25 pl at -80°C until analysis. Eyes were enucleated and retinas were
dissected and finally stored in pools at -20°C for transcripts analyses. Pools of whole eyes were

used for DNA extraction and parasite quantification. Each pool consisted of five animals (10

eyes).

2.3. Quantification of parasite load
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DNA was extracted from pools of whole eyes using the QIAmp DNA tissue Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France), eluted with 200 puL elution buffer and stored at -20 °C. Realtime
PCR specific for the B1 gene of T. gondii was performed on a LightCycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) using the Faststart DNA Master Sybr Green (Roche) as described before
(Pfaff et al., 2008).

2.4. Histopathology of the retina

Eyes were enucleated and immediately preserved in 4% buffered formaldehyde. Fixed eyes
were embedded in paraffin, serially cut into 5 um sections and stained with Hematoxylin and

Eosin, as described before (Lahmar et al., 2010).

2.5. Cytokine and chemokine profile in aqueous humor

The Bio-Plex mouse Cytokine 23-Plex and Th17 8-Plex assays (Bio-Rad, Marne-la-Coquette,
France) were used according to the manufacturer’s recommendations to measure cytokine and
chemokine levels in aqueous humor. The assay plate layout consisted in a standard series, one
blank well and duplicates of 20uL. AqH samples, diluted to 50 uL with Bio-Plex mouse serum
diluent. Data were analyzed with Bio-Plex Manager TM software V1.1 (BioRad). The index
was calculated as the ratio of cytokine concentration in reinfected mice and the mean

concentration of PBS injected mice.

2.6. Aqueous humor anti-Toxoplasma IgG antibody ELISA

A 96-well plate was coated with 200 pL of crude Toxoplasma antigen (lpg/ml) in a
bicarbonate buffer (Sigma) at 4°C overnight. Then, the plate was incubated 1% BSA for 1h,
followed by a 5% trehalose buffer for 30 min, separated by step wash with PBS-0.05% Tween-
20). Aqueous humor was diluted to 1/25 and serum controls at 1/5 in a dilution buffer and
incubated 1h at 37°C. After a wash step, 100 uL of goat anti-mouse IgG-HRP (Beckman
Coulter, 1/50,000) were deposited. Finally, TMB substrate (3,3°,5,5’- tetramethylbenzidine)

was given to the wells for 15 min at 37°C and the reaction was stopped with 50 uL of H2SOs.
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The plate was read in a spectrophotometer at 450nm vs 630nm. An index was calculated by

division of infected mice by a pool of non-infected mice.

2.7. Immunofluorescence localization of immune markers in retina sections

Cryocut sections of whole eyes were prepared as previously described (Charles et al., 2010).
Briefly, eyes were fixed in paraformaldehyde 3%, placed in increasing concentrations of
sucrose and embedded in Tissue-Tek OCT compound (Sakura Fintek, France). Then, 15um-
thick sections were prepared, incubated in paraformaldehyde 4% or acetone, autofluorescence
quenched with glycine and permeabilized 10 min in 0.1% TritonX-100 and blocked with 3%
BSA. Sections were incubated with primary antibody (Table 1) overnight at 4°C, then with a
corresponding Alexa 488 or 546 conjugated secondary Ab (Invitrogen) for 45 min and finally
with Hoechst 33342 stain for 1 min. All Abs were diluted in BSA 1%. Between each step,
sections were washed with PBS for 3x5 min. After mounting, fluorescence was visualized on
an Axio-observer Z1 HSDI epifluorescence microsope (Zeiss, Le Pecq, France) and evaluated

with AxioVision v5 software (Zeiss).

2.8. IL-6 and IFN-y neutralization studies

C57Bl/6 mice were infected with cysts and reinfected with tachyzoites as before.
Concomitantly, 3 pg anti IL-6 mAb (MP5-20F3) or 200 pg anti IFN-y mAb (H22.1L) were
given with the same intravitreal injection. Mice of the control groups received 3 ug of rat IgG2a
Ab or 200 pg of hamster IgG. Antibodies were purchased from eBioscience SAS (Paris, France)
for 1L-6 neutralization and from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) for IFN-y
neutralization. Parasite quantification and histological analysis were performed as described

before.

2.9. Statistical analysis

For the quantification of the antibody response, three independent experiments were performed
and a t-test calculated. Values of p<0.05 were considered statistically significant. Quantification

of cytokines was done with pools of 10 eyes, due to small volumes. More than ten-fold
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differences between groups which could be reproduced in at least one separate experiment were

considered certain.

3. Results

3.1. Susceptibility of different mouse strains

We first compared the different kinetics of reinfection in resistant Swiss-Webster and
susceptible C57BL/6 mice. We chose the kinetics of intraocular parasite load as primary
readout, as macroscopical signs of ocular pathology, as observed following primary intraocular
infection (Sauer et al., 2012) were not observed in either strain (data not shown). We first looked
at histological sections (Fig. 1A). In Swiss-Webster mice, the retinal architecture stayed intact
throughout the experiment. At day 7, a slight thickening of the ganglionar cell layer and some
migrating cells in the inner plexiform layer were observed, both returning to normal by day 21.
In sharp contrast, C57BL/6 mice showed considerable destructuration of the retina at day 7,
with numerous migrating cells throughout the retina. However, most of these pathological

changes were not visible anymore at day 21.

The strain-dependent susceptibility was further assessed by parasite multiplication. As
shown in Fig. 1B, no parasite multiplication was seen in Swiss-Webster mice, the initial
inoculum visible at day O was resorbed and no parasite peak was noted afterwards. In sharp
contrast, there was a strong peak in C57BL/6 mice at 7 days post reinfection. Afterwards, the
parasite load returned to baseline levels, comparable to PBS-injected mice. These results show
that, in susceptible mouse strains, homologous Toxoplasma injected in the eyes of previously
infected mice can indeed find their host cells and proliferate despite the present immune
response. However, the immune system of the animals is rapidly capable of limiting this

multiplication in any mouse strain.

3.2. Local immune response in reinfected eyes

Next, we wanted to see if ocular reinfection elicits any measurable local cytokine production,
and whether the apparently different parasitological outcome between strains is correlated with

different immune response patterns. We first studied cytokine levels in aqueous humor using
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the BioPlex technique (Fig. 2). We observed a clearly different reaction pattern of the Swiss-
Webster and C57BI1/6 strains. In the aqueous humors of Swiss-Webster mice, even if some
cytokines like IFN-y and IL-17A were slightly more present in reinfected mice, IL-31 was the
only cytokine which was somewhat upregulated to higher levels than in C57Bl/6 mice. In
C57Bl/6 mice, a completely contrasting response pattern was observed. A clear inflammatory
and Th1 pattern was observed, characterized by strongly enhanced production of IL-6 and IFN-
y and, to a lesser extent, IL-17 and IL-12. In contrast, Th2 levels stayed low, only IL-13 showing
minimal up-regulation. Interestingly, enhanced IL-10 levels following infection were not visible

in either mouse strain (data not shown).

We also investigated the local antibody production, as an additional possible means of
controlling intraocular reactivation. Interestingly, Swiss-Webster mice, which had a low
cytokine profile, showed a rapid increase of 7. gondii specific antibody production (Fig. 2B).
In contrast, antibody levels in C57BL/6 mice stayed at background level, i.e., as in PBSinjected

control mice.

Together, these results suggest that even resistant Swiss-Webster mice did show an
immunological reaction, mainly centered on a Th2 response and antibody production. In
contrast, the strong multiplication of parasites in susceptible C57BL/6 mice led to upregulation
of inflammatory and Th1 cytokines which enabled the local immune system to rapidly control

parasite multiplication.

3.3. Cellular localization of cytokine production

We next aimed to localize the production of central immune factors in both mouse strains,
by immunofluorescence on retina cryocuts (Fig. 3). We first evaluated the expression of
vimentin, an activation marker of Muller cells. In PBS sham-injected animals, residual
activation of Muller cells resulting from the primary infection is visible. Vimentin staining is,
however, largely increased in both strains following 7. gondii reinjection. Interestingly, in
Swiss-Webster mice, only the interior parts of Muller cells were stained, whereas vimenting
expression in reinfected C57BL/6 mice span the entire length of Muller cells throughout the
retina. IFN-y and IL-23 seem to be expressed in microglial cells, with visible increase of
fluorescence only visible in reinfected C57BL/6 mice. IL-17 expression is already visible in

Muller cells of control mice of both strains, in the absence of reinfection. Reinfection induced

163



229
230
231
232
233

234

235

236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248

249
250
251
252
253
254
255
256

additional expression in the inner nuclear layer, which contains mainly neuronal bipolar cells.
This expression is stronger in C57BL/6 mice. IL-6 is expressed following reinfection, in the
ganglionar layer of both mouse strains. In contrast, the negative cytokine regulator SOCS3 was
only expressed in the ganglionar layer of reinfected Swiss-Webster mice, but completely absent

in C57BL/6 retinas. Neither strain showed SOCS3 expression in PBS-injected eyes.

3.4. Neutralization studies

IFN-y and IL-6 were most strongly up-regulated in susceptible C57BL/6 mice. The
protective role of IFN-y for systematic as well as ocular toxoplasmosis is well established. In
contrast, no data exist for reactivation or reinfection settings. As for IL-6, which is at the
crossroad of protective Thl and probably detrimental TH17 responses (Sauer et al., 2012), the
positive or negative role in ocular defense is entirely unclear. To clarify their roles in our
reinfection model, we injected a neutralizing antibody at the same time as the reinfection dose
in C57BL/6 mice. Histological sections showed similar or even aggravated retinal distortion at
days 3 and 7 in the anti IFN-y treated mice (Fig. 4A). IFN-y neutralization also led to
considerably higher parasite load at day 7 (Fig. 4B). Parasite loads were diminished at day 21,
but were still higher than in control mice where very low levels were observed at that time point.
Quantification of cytokine levels in aqueous humor showed higher levels of some, but not all
inflammatory cytokines and chemokines (Fig. 4C). Levels of Th2 and regulatory cytokines,

such as IL-4, IL-13 and IL-10, rested unchanged (data not shown).

For IL-6 neutralization, we observed an opposing pattern. Histological sections show a much
less pronounced retinal distortion at day 7 in anti IL-6 treated mice (Fig. 5A). Furthermore,
neutralization of IL-6 led to a 35% lower parasite peak at day 7, and apparently also to faster
recovery, as judged by parasite load at day 21 (Fig. 5B). Cytokine level analysis in aqueous
humor showed down-regulation of nearly all investigated factors, inflammatory and anti-
inflammatory (Fig. 5C). These results indicate a protective role for IFN-y and a detrimental role
of intraocular IL-6 production on parasite control and induction of pathological responses in a

reinfection setting.
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4. Discussion

The life-long risk of reactivation of ocular toxoplasmic lesions represents a constant threat
for the visual capacity. However, no treatment has so far achieved a consistently reduced risk
of reactivation, except perhaps in high-risk patients (Felix et al., 2014; Garweg and Stanford,
2013). A more specific, immune-based intervention would be promising, but at the moment, no
data about immunological control are available, mainly due to the absence of an adequate mouse
model and of conclusive human studies. We present here the set-up and first immunological
characterization of such a mouse model of intraocular 7. gondii reactivation. The comparison
of aresistant and a susceptible mouse strain allowed us to characterize protective and deleterious
response patterns. We observed both parasite load and inflammatory response, as our human
studies in European and South American patients suggested that both factors can determine the
gravity of retinal destruction, depending probably on the virulence of the parasite strain (De-la-
Torre et al., 2013). Our results validates our local injection model, as it provoked a visible, but
transient disorganization in the retinal structure, as well as a transient parasite multiplication in
susceptible C57BL/6 mice, recalling the transient nature of human OT reactivation (Bosch-
Driessen et al., 2002). In contrast, resistant Swiss-Webster mice showed neither of these signs,
which again reminds their general resistance to Toxoplasma infection as well as the majority of
European OT patients where reactivation is rarely observed. Retinal inflammation in C57BL/6
mice was clearly correlated with transient parasite multiplication, showing that the elicited
immune response in this strain is unable to control the initial parasite attack, even in this
reinfection setting. Microscopical studies in mice showed infrequent spontaneous cyst rupture
(Ferguson et al., 1989), which could then be immediately controlled or permit a transient
parasite replication phase and new retinal lesions. Our models could thus represent cases of the

two clinical extremes of controlled and uncontrolled parasite reactivation.

Analysis of aqueous humor allowed an immunological dissection of these protective and
detrimental responses. The overall weak response observed in the resistant Swiss-Webster mice
might just be a consequence of little productive infection of retinal cells. However, the marked
increase of the Th2 cytokine IL-31 and pronounced rapid antibody production demonstrate an
active anti-parasitic process. IL-31 has been associated to inflammatory processes in Th2-
dependent pathologies, such as asthma (Cornelissen et al., 2012). This suggests that the
resistance against reinfection of Swiss-Webster mice is mediated by antibody or other specific

Th2 type mechanisms, which clearly requires an active local immune response. In contrast,
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C57BL/6 mice cannot block active infection of retinal cells. The resulting parasite
multiplication then elicits an inflammatory/Th1 type response which subsequently contains the
infection, apparently using the same mechanisms as in primary infection. Remarkably,
production of the highly inflammatory IL-17A increased sharply following reinfection,
indicating that a secondary challenge of the ocular immune network in these mice does provoke
a similar pathologic process as we observed during primary infection in Swiss-Webster mice

(Sauer et al. 2012).

Immunofluorescence detection of different immune mediators indicates cellular localization
of key cytokines during reinfection, but gives also further mechanistic details of this
inflammation process. The more general vimentin staining of Muller cells in C57B1/6 mice, as
well as their generally stronger cytokine expression, show the enhanced activation of this mouse
strain. In contrast, the observed SOCS3 staining in the ganglionar cell layer of SwissWebster
mice demonstrates once more that the resistance against reinfection in this strain is an active
process of the retinal immune system. Sustained activation of SOCS3 is associated with an
active anti-inflammatory process by inhibiting mainly STAT3 dependent gene activation
(Carow and Rottenberg, 2014). This result opens the way for in-depth investigation of exact
cellular origin and regulation of this crucial immune regulator.

Our neutralization studies demonstrated the respective protective and detrimental roles of
IFN-y and IL-6, two cytokines strongly up-regulated in C57BL/6 mice. IFN-y is well established
as central mediator of resistance during 7. gondii infection (Suzuki et al., 1988) and reinfection
of pregnant mice (Abou-Bacar et al., 2004). This cytokine is also likely to be of central
importance in primary ocular infection, but the particular immune compromized environment
in the eye has to be considered (Pfaff et al., 2014). The more aggravated retinal pathology and
higher parasite charges upon IFN-y neutralization proved that C57B1/6 mice use this cytokine
also in the case of reinfection to limit parasite multiplication in the retina. The different cytokine
pattern found in aqueous humor upon IFN-y neutralization additionally demonstrates that IFN-
y is in the center of the dynamic immune response. Especially the higher levels of 1L-6 and IL-
12 indicate negative feedback mechanisms through IFN-y to limit inflammation. In contrast,
levels of the chemokines MCP-1 and G-CSF were lower when IFN-y was neutralized and are

thus probably downstream products of IFN-y signaling in our model.

The effects of IL-6 neutralization were very different. Most importantly, the considerably
ameliorated retinal structure and the lower parasite burden following neutralization revealed a

detrimental effect of IL-6. The cytokine analysis revealed that IL-6 is, in our model, at least
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partially responsible for IL-17 production, which we have described to be detrimental in acute
OT (Sauer et al., 2012). Apparently contradictory to these previous results with IL-17,
neutralization of IL-6 also diminished the expression of several Thl related mediators, and did
not enhance Th2 cytokines, such as IL-13. The multiple interactions of this pleiotropic cytokine
merit further investigation. IL-6 has been demonstrated to be necessary for anti-7. gondii
immunity (Suzuki et al., 1997), but imbalance of IL-6 signaling through the gp130 receptor
subunit could make IL-6 a pathological rather than protective factor (Handel et al., 2012). The
key factor deciding between these extremes, also during 7. gondii infection, is probably SOCS3
(Whitmarsh et al., 2011). Given the negative role of IL-6 and IL-17 which we constantly found
in the eye, this is probably best explained by the special immune privileged situation and
therefore distinct immune regulation of the eye. Interestingly, we recently observed enhanced
ocular production of both IL-6 and IL-13 in Colombian OT patients, compared to European
patients (De-la-Torre et al., 2013). Even if the crucial role of the infecting parasite strain must
be considered when comparing with South American infections, this observation could link the
cytokine pattern observed in our ocular model to clinical features observed during OT.
Furthermore, the crucial role of IL-6 for pathology could be a point of therapeutical intervention
using IL-6 neutralizing antibodies, which is already broadly discussed for various inflammatory

pathologies (Kang et al., 2014).

In summary, our newly established reinfection mouse models shows key characteristics of
T. gondii OT reactivation, or the absence of such active reactivation. The choice to specifically
inject parasites and neutralizing antibody directly in the eye allowed us to look at key immune
factors specifically in this particular organ. Our immunological characterization of resistance
and susceptibility pave the way to evaluate the possibility of immune based intervention in OT

patients.
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Figure legends

Fig. 1. Reinfection of different mouse strains by intraocular injection of 2000 7. gondii PRU strain
tachyzoites. (A) Hematoxylin and Eosin staining of retina sections. GCL ganglion cell layer; IPL
inner plexiform layer; INR inner nuclear layer; ONL outer nuclear layer; PHO photoreceptors. (B)
Ocular parasite load, determined by quantitative PCR on DNA extracted from whole eyes. Values

shown are from pools of 10 eyes of one representative experiment.

Fig. 2. (A) Cytokine and chemokine concentrations, determined by Bio-Plex assay and (B) anti-
Toxoplasma 1gG antibody titers in aqueous humor of intravitreally reinfected mice, determined in
pools of 10 eyes. Values are given for pools of 10 eyes of one representative experiment as fold
increase of reinfected over PBS sham-injected mice (A), or as difference of OD between these two

groups (means = SD of three independent experiments (B). * P <0.05; *** P < 0.001.

Fig. 3. Localization of expression of vimentin (Muller cells) and key immune mediators in the retina
of intravitreally 7. gondii reinfected or PBS sham-injected mice (day 7). All mice had received
primary infection four weeks before. GCL ganglion cell layer; IPL inner plexiform layer; INR inner

nuclear layer; ONL outer nuclear layer.

Fig. 4. Neutralization of intraocular IFN-y. Anti IFN-y or IgG isotype control antibody was injected
intravitreally, concomitant with 7. gondii reinfection. (A) Hematoxylin-Eosin staining of retina
sections. GCL ganglion cell layer; IPL inner plexiform layer; INR inner nuclear layer; ONL outer
nuclear layer; PHO photoreceptors. (B) Ocular parasite load, as determined by quantitative PCR on
DNA extracted from whole eyes. (C) Cytokine and chemokine concentrations in aqueous humor,
determined by Bio-Plex assay. Values in (B) and (C) are from pools of 10 eyes of one representative

experiment.

Fig. 5. Neutralization of intraocular IL-6. Anti IL-6 or IgG isotype control antibody was injected
intravitreally, concomitant with 7. gondii reinfection. (A) Hematoxylin and Eosin staining of retina
sections. GCL ganglion cell layer; IPL inner plexiform layer; INR inner nuclear layer; ONL outer
nuclear layer; PHO photoreceptors. (B) Ocular parasite load, as determined by quantitative PCR on

DNA extracted from whole eyes. (C) Cytokine and chemokine concentrations in aqueous humor,
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determined by Bio-Plex assay. Values in (B) and (C) are from pools of 10 eyes of one representative

experiment.

Table 1: Antibodies used for immunofluorescence

Specificity Host Source?

Vimentin (C-20) Rabbit polyclonal SC
IFN-y (R4-6A2) Rat monoclonal SC
IL-6 Rabbit polyclonal Ab
IL-17 (H-132) Rabbit polyclonal SC
IL-23 (H-113) Rabbit polyclonal SC

4SC — Santa Cruz Biotechnology; Ab - Abcam
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FIGURE 3  Immunofluorescence
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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B/ Résultats complémentaires

1) Données complémentaires sur nos modeles de récurrence de la TO

D’autres expériences ont été réalisées sur les modeles murins résistants et sensibles aux récurrences

de la TO chez les souris Swiss-Webster et C57B1/6 apres un mois d’infection systémique.
» Dosage des anticorps IgG1 et IgG2a dans les souris résistantes Swiss-Webster

Les souris Swiss-Webster sont les seules a produire des anticorps IgG et IgA lors des récurrences
de la TO au cours de nos expériences. Les anticorps IgG étant produits en quantités plus importantes

(Fig 2 B publication).

Nous avons également dosé les deux sous-classes d’anticorps IgG les plus présentes dans le sérum:
les IgG1 et IgGG2a et pouvant éventuellement avoir un role dans I’ceil (Fig 38). Les IgGl1 et les IgG2a
sont des marqueurs des lymphocytes Th2 et Th1 respectivement. Les expériences n’ont été réalisées
qu’une fois, du fait de I’utilisation des humeurs aqueuses pour les autres expériences comme le
Bioplex et les dosages des anticorps IgG et IgA. Cependant, nous pouvons malgré tout observer une
forte présence des anticorps IgG1 anti-toxoplasmes a 3 et 21 jours post-réinfection, ce qui indique
une forte réponse Th2. Alors que les anticorps IgG2a, marqueurs de la voie Thl, ne semblent pas

augmenter de facon significative.
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Figure 38 : Dosage des anticorps I1gG1 et IgG2a dans les humeurs aqueuses des souris Swiss-Webster réinfectées.
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» Localisation de kystes dans les rétines infectées

Des kystes ont été trouvés a plusieurs reprises dans les rétines des souris infectées, principalement
chez les souris C57B1/6 (Fig 39). Les kystes sont situés au niveau des couches ganglionnaire et
nucléaire internes. Aucune inflammation péri-kystique n’est remarquée. Des expériences d’OCT
(tomographie de cohérence optique) et de fond d’ceil seraient particulicrement intéressantes a

réaliser successivement afin d’avoir une vue globale de 1’état de la rétine sous différents angles.

C57BI/6 Swiss-Webster

Figure 39 : Présence de kystes dans les rétines de souris réinfectées C57Bl/6 et Swiss-Webster.

» Analyse des transcrits apres réinfection en fonction du fond génétique de I’hote

Les transcrits dosés dans les rétines des souris Swiss-Webster réinfectées avec une souche de type
II, PRU, montrent une augmentation modérée de 1’expression de I’'IFN-y, I’'IL-10, de TGF-p et de
I’IL-27 et des facteurs de transcription GATA-3 (Th2) et T-bet (Th1) a 3 ou 7 jours apres réinfection
(Fig 40). Chez ces souris, la réponse immunitaire mise en place semble étre notamment de type Th1
et T régulatrice. Une augmentation de I’expression de HIF-1a et d’UHFR-1 est observée 7 jours
apres la réinfection, et il en est de méme pour I’expression de FoxP3 a 21 jours apres la réinfection.
Cependant, ces augmentations sont tres faibles et mériteraient d’étre vérifiées afin de s’assurer d’un

potentiel rdle de ces facteurs lors de la réinfection chez des souris résistantes.
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Figure 40 : Quantification des transcrits lors d’une réinfection avec une souche de type Il chez des souris Swiss-

Webster. Ordonnées: mRNA x100/mRNA HPRT ; Abscisses : jours post infection

Les transcrits dosés dans les rétines des souris C57Bl/6 réinfectées avec une souche PRU laissent
apparaitre une augmentation de I’IFN-y et de I’IL-10 7 jours apres réinfection, puis de I’IL-17 plus

tardivement (Fig 41). Une faible augmentation de 1’expression des transcrits de FoxP3 et d’”UHRF-

1 est également possible a 21 jours apres la réinfection mais cela reste a confirmer.

C57Bl/6 - PRU

15

IFN-y

10

25

IL-17

Figure 41 : Quantification des transcrits lors d’une réinfection avec une souche PRU chez des souris C57Bl/6.

IL-27

Ordonnées : mRNA x100/mRNA HPRT ; Abscisses : jours post infection

181




La réponse immunitaire des souris C57BIl/6 différe principalement de celle des souris Swiss-
Webster par 1’augmentation du transcrit de 1’IL-17 appartenant a la voie Th17 et reconnu comme

étant un facteur délétére dans 1’ceil (Sauer et al, 2012).

» Localisation des cellules et des cytokines dans les rétines réinfectées

Nous avons cherché a localiser dans les rétines infectées les cellules et les cytokines potentiellement
présentes, nous autorisant ensuite a comparer les résultats obtenus entre les deux souches de souris

afin de mettre en évidence d’éventuelles différences.

Les cellules et cytokines présentes dans les rétines infectées des souris Swiss-Webster et C57B1/6
sont les leucocytes (marquage CD45) qui sont exprimées en plus grand nombre dans les couches
ganglionnaire et plexiforme externe pour les deux races de souris ; les microglies (marquages
CDI11b) exprimées dans la couche ganglionnaire ; les lymphocytes T (marquage CD4) sont
également présents dans la couche ganglionnaire (Fig 42). La cytokine IL-12 est fortement exprimée
chez les souris réinfectées dans les couches plexiformes interne et externe pour les souris Swiss-
Webster et également dans la couche ganglionnaire pour les souris C57Bl/6. Les images de 1’'IL-6
sont grossies afin de pouvoir apprécier le marquage cytoplasmique de certaines cellules

ganglionnaires.
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Figure 42 : Localisation de cytokines et de cellules dans les rétines réinfectées.
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» Dosage des cytokines et chémokines contenues dans les humeurs aqueuses des

souris réinfectées

Deux chimiokines sont augmentées dans les humeurs aqueuses des souris réinfectées C57B1/6, I’1L-
15 et MIP-1a., les autres facteurs n’étant pas affectés. Les figures sont présentées sous forme
d’index : (humeur aqueuse des souris réinfectées) / (moyenne des humeurs aqueuses des souris
infectées + injection intraoculaire de PBS). Une quantification des protéines de la voie Th17 a été
réalisée sur les humeurs aqueuses des souris C57B1/6 (cf publication). L unique cytokine de cette
voie qui est augmentée est I’IL-17F dans les humeurs aqueuses des souris C57B1/6. Son role au

cours d’une TO n’est pas connu a I’heure actuelle.
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Figure 43 : Quantification protéique dans les humeurs aqueuses des souris Swiss-Webster et C57BI/6.

» Neutralisation des cytokines d’intérét chez les souris sensibles C57B1/6

La cytokine IL-6, qui est fortement augmentée lors d’une réinfection avec une souche murine
sensible, a ¢été neutralisée afin d’étudier ses fonctions lors d’une récurrence de la TO. Ainsi, la
neutralisation de I’IL-6 entraine une production de cytokines et chimiokines moins importantes que
lors d’une infection normale (Fig 44). Les protéines impactées sont entre autres 1’IL-12, ’IL-1p,
MCP-1 et MIP-1p. Les facteurs de la voie Th2 (IL-3, IL-4 et IL-5) sont tres 1égerement plus faibles

alors que la production des facteurs comme KC ou GM-CSF ne sont pas modifiées.
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Figure 44 : Quantification des cytokines et chimiokines lors des expériences de neutralisation de I'IL-6 au cours
d’une TO récurrente.

L’IFN-y est I’autre cytokine importante lors de la récurrence chez les souris C57BI1/6. Son rdle a
donc également été investigué. La neutralisation de I’IFN-y influence également les facteurs MIP-
la et f, 'lL-1a et I’IL-13 avec une quantité protéique plus faible. La neutralisation de I’'IFN-y

n’influence pas la production de I’IL-17 mais augmente celle de 1’IL-6 (cf publication).
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Figure 45 : Quantification des cytokines et chimiokines lors des expériences de neutralisation de I'IFN-y.
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» Etude de I’influence de la voie Jak/STAT lors des récurrences de la TO

Un transcriptome sur la voie Jak/STAT a été réalisé dans le but de définir les facteurs pouvant étre
impliqués lors des récurrences. Cette analyse a été effectuée sur les 3 souches de souris : Swiss-
Webster, C57B1/6 et CBA/J uniquement au jour 7 post réinfection. Sur I’ensemble des résultats
obtenus, nous nous sommes intéressés a deux facteurs qui différent totalement entre nos deux
souches de souris. Il s’agit de SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) et d’ISG15 (Interferon
Stimulated Gene 15). Ces deux protéines sont, comparées aux autres facteurs, fortement
surexprimées chez les souris Swiss-Webster lors d’une récurrence tandis qu’elles ne sont pas
exprimées chez les C57B1/6. SOCS3 est un facteur bien connu qui permet de réguler négativement
les voies de signalisation de certaines cytokines, dont I’IL-6 et I’'IFN-y ainsi que celles de la voie
Th17. Lors d’une infection toxoplasmique, SOCS3 promeut la réponse immune afin de contrdler le
parasite. ISG15, quant a lui, est principalement réputé pour son action antivirale. C’est une protéine
similaire a ’'ubiquitine qui est induite principalement en réponse aux interférons de type I. Elle est
sécrétée par les monocytes et les lymphocytes et peut fonctionner comme une cytokine
extracellulaire et induire la production d’IFN-y. Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’un
tableau récapitulatif en annexes (Tableau 4). La présence de ces deux facteurs chez les souris Swiss-
Webster pourrait également expliquer le contrOle de la charge parasitaire et la faible pathologie

oculaire lors de récurrences de la TO dans ce modéle.

> Localisation cellulaire de SOCS3 et d’ISG15 dans les rétines réinfectées

Des immuno-marquages ont été effectués afin d’affirmer et de localiser SOCS3 et ISG15. SOCS3
apparait dans la couche ganglionnaire des rétines infectées des souris résistantes Swiss-Webster
mais n’est pas observé chez les souris sensibles C57Bl/6 (Fig 46). ISG15 a également été localisé
dans la couche ganglionnaire des rétines des souris Swiss-Webster infectées et réinfectées. Les
marquages d’ISG15 pour les souris C57Bl/6 seront réalisés prochainement. Ces premieres
expériences seront confirmées par des marquages immuno-histochimiques puisque 1’anticorps

ISG15 n’est pas indiqué pour des coupes a la congélation.
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Figure 46 : Localisation de SOCS3 dans les rétines réinfectées.

2) Evaluation de la durée la phase chronique chez des souris Swiss-Webster

» Impact de la durée de la phase chronique sur les récurrences de la TO chez les souris

Swiss-Webster

Notre premier modele repose sur 1’utilisation des souris Swiss-Webster, qui comme nous 1’avons
vu contrdlent parfaitement la charge parasitaire oculaire lors d’une réinfection. Nous avons par
conséquent cherché a savoir si cette récurrence était mimée trop précocement — 1 mois apres la
primo-infection et surtout si elle se poursuivait. Pour ce faire, nous avons testé des temps plus longs
entre la primo-infection et la réinfection : de 2 mois et 6 mois (Fig 47-48). Comme le montrent les
figures ci-dessous, le temps entre la primo-infection et la réinfection chez ces souris n’impacte pas
le controle de la charge parasitaire. Pour I’ensemble de ces expériences le score clinique était
inférieur a 1, ce qui signifie qu’il y a une absence d’inflammation et d’atteinte macroscopique

cliniquement visible apres réinfection. Cette expérience a été réalisée 2 fois.
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Figure 47 : Swiss-Webster, réinfection intraoculaire 2 mois apres la primo-infection.
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Figure 48 : Swiss-Webster, réinfection intraoculaire 6 mois apres la primo-infection.

Cette expérience n’a été effectuée qu’une fois compte tenu du temps de 1’expérimentation et du

premier résultat obtenu.
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» Dosage des anticorps IgG et IgA lors d’une réinfection aprés deux mois de primo-

infection

Les anticorps IgG et IgA anti-toxoplasmes ont été dosés dans les humeurs aqueuses de souris qui
ont eu une primo-infection de 2 mois (Fig 49). Une production rapide de ces deux classes d’anticorps
est observée. Les anticorps IgG spécifiques augmentent a 3 jours post-réinfection puis diminuent
tandis que que les anticorps IgA augmentent a 3 et 21 jours post-réinfection. La diminution de la
production d’anticorps IgA a 7 jours post-réinfection est probablement due a une erreur

d’expérimentation. Ces expériences seraient a confirmer.
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Figure 49 : Dosage des anticorps 1gG et IgA anti-toxoplasmes dans les humeurs aqueuses de souris réinfectées apres
2 mois de primo-infection.
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3) Les souris CBA/J : un autre modele pour les récurrences toxoplasmiques ?

Introduction

Ces souris consanguines sont connues pour étre résistantes a la phase aigué de la toxoplasmose mais
susceptibles a la phase chronique (Letscher-Bru et al., 2003; Lu et al., 2005). Nous avons donc pensé
qu’elles pourraient s’avérer étre un bon modele de récurrence également. Cependant, ces souris
possédent une dégénérescence rétinienne homozygote sur 1’alléle Pde6b™! (phosphodiesterase 6B,
cGMP, récépteur des batonnets, beta polypeptide, dégénérescence rétinienne 1) qui engendre une

perte de I’ensemble des photorécepteurs vers 1’age de 3 — 4 semaines apres la naissance.
» Quantification de la charge parasitaire oculaire et de la production d’anticorps

La charge parasitaire oculaire augmente fortement 7 jours apres réinfection puis est controlée a 21

jours, a I’instar de ce que nous avions obtenu avec les souris C57B1/6 (Fig 50).

Concernant la production d’anticorps, contrairement aux C57Bl/6 qui n’en produisent pas, les
CBA/] infectées en intraoculaire avec la souche PRU produisent lors de la réinfection
principalement des anticorps IgG anti-toxoplasmes et des anticorps IgA de facon tres faible (Fig

51). Ces expériences seraient a confirmer.
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Figure 50 : Quantification de la charge parasitaire oculaire apres réinfection des souris CBA/J.
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Figure 51 : Production d’anticorps IgG et IgA anti-toxoplasmes.

» Analyse de la structure de la rétine apres réinfection des souris CBA/J

D’un point de vue anatomique, des modifications de 1’architecture de la rétine sont principalement
visibles 7 jours aprés réinfection, telles qu’un épaississement et 1’apparition de vaisseaux dans la
couche ganglionnaire (non visible sur cette photo), des migrations cellulaires, ou encore une
modification des couches des cellules bipolaires, des RPE et de la choroide (Fig 52). Ces
modifications ne sont plus observables deux semaines plus tard. Les rétines des souris CBA/J sont

fortement modifiées lors des récurrences, comme chez les souris C57Bl/6.
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Figure 52 : Analyse de la structure rétinienne apreés réinfection avec une souche de type Il, PRU, chez des souris
CBA/J.

» Etude de I’expression des transcrits lors d’une récurrence toxoplasmique

N

La quantification des transcrits, effectuée a partir des rétines, révele une augmentation de
I’expression de I’'IFN-y et de I’IL-10, et éventuellement de I’IL-17 et de I’[L-27 mais cela reste a
confirmer (Fig 53). L’analyse des transcrits des rétines des souris CBA/J indique une réponse

immunitaire de type Th17 et Treg, rappelant celle des souris C57Bl/6.
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Figure 53 : Expression des transcrits augmentés dans les rétines des souris CBA/J infectées par une souche de type II.

Une quantification des transcrits de la voie Jak/STAT a été effectuée dans le but de définir les
facteurs de cette voie impliqués dans les récurrences.. Aucun résultat ne tranche réellement comparé

aux deux autres races de souris. Le tableau récapitulatif se trouve dans les annexes (Table 4).

» Dosage des cytokines et chimiokines exprimées dans I’humeur aqueuse des souris

réinfectées

La production des cytokines et chimiokines de I’humeur aqueuse, quantifiées par Bioplex, est un
reflet de la réaction immunitaire mise en place dans 1’ceil et nous permet d’en déduire les éléments
importants.

Le dosage des protéines contenues dans I’humeur aqueuse montre une réponse inflammatoire
modérée, rappelant celle observée chez les souris résistantes Swiss-Webster, composée d’une
réponse pro-inflammatoire prédominante, comprenant I’ IFN-y, ’IL-6, I’'IL-12p40, RANTES, MCP-
1 (Fig 54). La cytokine IL-13, appartenant a la voie Th2, est la seule cytokine a étre surexprimée
par rapport aux deux autres races de souris : les Swiss-Webster et les C57B1/6. La cytokine 1L-9 est
augmentée ainsi que MIP-1a et f, G-CSF et plus tardivement GM-CSF. L’IL-17 n’est quasiment
pas exprimée lors d’une réinfection chez cette race de souris.

La souris CBA/J, de sensibilité différente aux deux autres souches murines, bien que devant faire
face a une forte charge parasitaire, ne déploient pas une réponse immunitaire en quantité excessive

voir aberrante comme la souris sensible C57B1/6. Le contrdle de la charge parasitaire semble étre
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effectué par la production d’anticorps et d’IFN-y, cela doit limiter la production des autres cytokines

et chimiokines qui ne sont pas nécessaires au contrdle de I’infection.
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Figure 54 : Production locale de protéines contenues dans I’humeur aqueuse des souris CBA/J aprés réinfection.

» Localisations cellulaire et cytokinique dans les rétines des souris CBA/J

Quelques marquages cytokiniques et moléculaires en immunofluorescence ont été réalisés afin

d’observer d’éventuelles analogies avec les deux autres souches murines. La dégénérescence des

photorécepteurs fragilise la structure de la rétine et de ce fait rend les coupes a la congélation

difficiles a réaliser. Cependant, lors de la réinfection nous observons un marquage plus présent pour

les cellules de Miiller (plexiforme interne et nucléaire interne) et les cellules astrocytaires (couches

ganglionnaire et nucléaire internes) (Fig 55). Les cytokines 1L-23 et IL-17 sont également plus

exprimées dans les couches ganglionnaire et plexiforme interne respectivement. D’autres marqueurs
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ont été testés mais étant donné la qualité des lames, il serait 1égitime de les refaire afin de s’assurer
ou non de la présence des marqueurs suivants: [L-6, IL-12, CD11b (microglie), IFN-y, IL-25, 1L-22
et ChX10 (cellules bipolaires).
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Figure 55 : Localisations cellulaire et cytokinique dans les rétines réinfectées des souris CBA/J.

Reinfected

Les souris CBA/J pourraient étre un modele efficace de récurrence comme les souris

C57B1/6 compte tenu de leur incapacité a contrdler la charge parasitaire oculaire qui cause
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d’importantes modifications de la structure de la rétine. Les souris CBA/J semblent se
positionner entre les deux autres souches murines, les Swiss-Webster et les C57B1/6 du point
de vue de leur sensibilité et développent de ce fait une réponse immunitaire 2 mi-chemin
entre les deux. Cependant, du fait de la dégénérescence de leurs cellules photoréceptrices

qui empéche toute comparaison avec un ceil humain, ce modele n’est pas a privilégier.

4) Influence d’une réinfection avec une souche hétérologue de la souche utilisée lors de la

primo-infection

Introduction

Nous avons initié des expériences de réinfection avec une souche de génotype différent de celle de
la primo-infection étant donné que les récurrences peuvent étre dues a une réactivation de kystes ou
a une réinfection avec une autre souche parasitaire. Les réinfections sont probablement plus
courantes en Amérique du Sud ot un nombre important de génotypes variés existe, contrairement a
I’Europe ou les infections sont essentiellement de type II. Cependant elles peuvent malgré tout étre
observées en Europe si le patient s’est réinfecté lors d’un voyage dans un pays tropical ou par
ingestion d’aliments contaminés importés. Ainsi, notre modele consiste a infecter les souris C57B1/6
en intrapéritonéal avec 5 kystes de la souche PRU de type I, puis un mois plus tard a les infecter en

intraoculaire avec une souche RH de type 1.

> Etude de la charge parasitaire et de la survie des souris C57BI/6

Contre toute attente, la charge parasitaire oculaire n’augmente pas drastiquement mais au contraire
elle ne change pas par rapport aux souris controles ayant subi une injection de PBS (Fig 56).
Cependant, les souris meurent d’une infection systémique entre 7 et 15 jours apres la réinfection
(Fig 57). Ceci peut s’expliquer par le choix de la souche virulente RH, qui comme nous 1’avons vu
lors de la phase aigué€ ne semble pas avoir de tropisme oculaire. Cependant, nous pouvons malgré
tout noter que la primo-infection permet de controler la charge parasitaire oculaire avec une souche
hétérologue, ce qui n’est pas le cas lorsque la réinfection est réalisée avec la méme souche. La
primo-infection permet d’autre part de retarder 1égerement la mort de la souris qui a lieu 7 jours

apres I’infection intraoculaire, au cours de la phase aigué de la TO.
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Figure 56 : Quantification parasitaire oculaire lors d’une réinfection avec une souche virulente RH.
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Figure 57 : Comparaison de la survie des souris sensibles C57BIl/6 lors d’une infection aigué et d’une réinfection
avec une souche de type L.

Le graphique (Fig 57) montre en rouge les souris C57Bl/6 infectées en intraoculaire avec la souche
RH de type I selon notre modele d’infection aigué de TO. En noir figurent les souris infectées en
intrapéritonéal avec 5 kystes PRU puis réinfectées 4 semaines plus tard avec la souche virulente

RH, représentant notre modele de réinfection. Les groupes sont composés de 30 souris chacun.
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» Analyse de I’expression des transcrits des souris C57Bl/6 réinfectées avec une

souche hétérologue

La quantification des transcrits n’a pas permis d’établir un type de réponse immunitaire précis,
toutefois une expression claire d’IFN-y et d’IL-10 est observable (Fig 58). Certains transcrits ne
peuvent étre analysés, du fait d’une quantification au jour 0 aberrante qui empéche toute
interprétation des résultats. C’est le cas des transcrits de I’'IL-27, I'IL-17, I’'IL-25, de TGF-$ et
d’UHRF-1. La réponse immunitaire développée par les souris C57BI1/6 réinfectées avec une souche

hétérologue semble étre principalement de type T régulatrice.
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Figure 58 : Expression des deux transcrits exprimés lors d’une réinfection avec une souche de type I.

» Analyse de la structure de la rétine des souris sensibles C57B1/6 apres réinfection

avec une souche RH

Sur les coupes histologiques, alors que la multiplication parasitaire semble controlée, d’apres la
quantification de la charge oculaire nous observons une modification complete de 1’architecture
rétinienne des 3 jours post réinfection (Fig 59). Cette altération touche I’ensemble de la rétine. Des
migrations cellulaires entre les différentes couches, un épaississement de la couche ganglionnaire
ainsi qu’un mélange des couches nucléaires interne et externe sont visibles. De plus, cette
modification affecte également les couches situées en-dessous de la rétine : la choroide et la sclere,
qui ont un important infiltrat inflammatoire. Ce profond changement se perpétue et s’aggrave a 7
jours post réinfection ou la structure dite en couche n’est plus reconnaissable. Une forte activité
inflammatoire est toujours présente et se distingue trés nettement par une activité phagocytaire
(masses noires). Il est treés intéressant de constater, bien qu’aucune explication ne puisse étre avancée

a I’heure actuelle, que la réinfection avec une souche hétérologue de type I provoque exactement le
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contraire de ce qui est observé lors de la phase aigué¢ de la TO avec une souche de type 1. C’est-a-
dire que lors de phase aigué, la souche de type I se multiplie de fagcon exponentielle dans les rétines
en ne provoquant quasiment pas de modifications de la structure de la rétine, alors que lors d’une
réinfection la souche RH ne se multiplie pas dans la rétine mais y engendre un cataclysme. L’emploi
des techniques de fond d’ceil et d’OCT serait utile afin d’avoir une idée des dégats causés dans la

rétine et dans I’ceil dans sa globalité.

La réinfection avec une souche hétérologue cause d’importantes modifications de I’architecture
rétinienne bien plus séveres et précoces que lors d’une réinfection avec une souche homologue. Il
semblerait que dans le cas d’une réinfection avec une souche hétérologue, le fait que I’ceil soit déja
armé via I’infection d’un génotype différent aggrave la destruction de la rétine via éventuellement
une réponse immunitaire exacerbée et tentant de controler la charge parasitaire oculaire. Cette
observation ouvre une nouvelle voie d’investigation sur les infections hétérologues et les possibles

manifestations immunopathologiques provoquant des 1ésions tissulaires cliniquement patentes.

Days post-reinfection

Infected + PBS '.

Figure 59 : Profondes modifications de la structure rétinienne lors d’une réinfection avec une souche virulente
hétérologue.
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» Localisation des cellules et des cytokines présentes dans les rétines réinfectées

En immunofluorescence (Fig 60), les cellules de Miiller sont activées sur toute leur longueur lors
d’une réinfection avec une souche virulente. Les cellules de la microglie sont également présentes
dans la couche des cellules ganglionnaires. La présence de cellules CD4 dans les cellules
photoréceptrices serait a confirmer.

L’IFN-y et I’IL-23 sont également exprimées lors de la réinfection avec une souche RH. Elles sont
situées principalement dans la couche plexiforme externe. Ces deux cytokines ne sont pas présentes
en immunofluorescence lors d’une infection avec la souche RH en phase aigué, ce qui préte a penser
que la primo-infection avec une souche de génotype différent permet néanmoins de contrecarrer les

mécanismes d’échappement du systéme immunitaire mis en place par cette souche.
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Figure 60 : Localisations cellulaire et cytokinique 7 jours apres réinfection intraoculaire avec une souche
hétérologue.
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» Dosage des cytokines et chimiokines produites dans I’humeur aqueuse des souris

C57Bl/6 apres réinfection avec une souche hétérologue

Une quantification des protéines contenues dans I’humeur aqueuse de ces souris a été effectuce lors
d’une seule expérience. Certains facteurs comme MCP-1 et 1’éotaxine sont augmentés, certains
facteurs ne sont pas interprétés compte tenu des quantifications aberrantes au jour O (correspondant
au jour de I’infection) (Fig 61). L’éotaxine est une chimiokine appartenant a la famille des protéines
chimioattractives des éosinophiles. Cependant I’IL-5, I’IL-6, RANTES, G-CSF, I’'IL-12p70 et I’IL-
17 sont augmentés dans les HA de ces souris réinfectées et pourraient potentiellement appartenir a
la réponse immunitaire mise en place lors d’une réinfection avec une souche virulente hétérologue.
Des expériences supplémentaires sont nécessaires a la compréhension de la mise en place de la

réponse immunitaire lors d’une réinfection avec une souche hétérologue.
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Figure 61 : Quantification des protéines de I’ humeur aqueuse des souris réinfectées avec une souche virulente
hétérologue.
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La toxoplasmose oculaire, d’origine acquise ou congénitale, reste 1’une des présentations cliniques
les plus importantes lors d’une infection avec le parasite Toxoplasma gondii. Elle est considérée
comme ’une des causes majeures d’inflammation du segment postérieur de 1’ceil représentant 30 a
50% des cas. Cependant, 1’incidence varie fortement suivant les régions du monde, allant de 3 a
18% et il en est de méme pour la gravité des 1ésions. La forme clinique la plus représentée est la
rétinochoroidite, inflammation de la rétine et de la choroide. Suivant la localisation des 1ésions une
perte de I’acuité visuelle peut étre engendrée, ce qui fait de la TO une maladie a prendre
sérieusement en considération. Cette importante hétérogénéité des atteintes résulte en partie des
facteurs de 1’hdte et de son environnement mais également des facteurs de virulence parasitaires
dépendant de la souche infectante. De plus, un autre probleme majeur réside dans la latence du
parasite qui s’enkyste dans le tissu rétinien et qui I’autorise a se réactiver en causant de nouvelles
Iésions, potentiellement plus menagantes pour la vision. L’ceil, organe particulier ou les réactions
immunitaires sont limitées, doit faire face a un choix cornélien lors d’une infection toxoplasmique :
protéger les structures rétiniennes et donc les fonctions de ce tissu ou limiter la croissance parasitaire
en faisant appel a une forte réponse inflammatoire. A ’heure actuelle, les traitements disponibles
ne ciblent que la forme de réplication rapide du parasite, c’est-a-dire la phase active de la maladie,
mais ne permettent pas d’atteindre les formes latentes afin d’éliminer les kystes présents dans les
rétines, ni d’empécher leur rupture et par conséquent les réactivations qui sont le véritable fléau de
cette infection. Le développement de traitements plus adaptés et affectant I’ensemble des stades
parasitaires est fondé sur les connaissances des mécanismes physiopathologiques développés a
partir de modeles animaux ou d’études cliniques. Ainsi, des modeles reflétant la phase aigué de la
TO acquise ont été développés principalement chez la souris et ont permis d’établir une premiere
ébauche de ces mécanismes. Depuis quelques années, le modele murin de référence consiste en une
injection intravitréenne de parasites. Bien que quelques facteurs immunologiques soient mis en
avant dans le développement ou le contrdle de I’infection, la grande majorité de ces acteurs sont
encore inconnus. Concernant les récurrences, une absence totale de connaissances de ce phénomene

et de modeles animaux est a déplorer.

Les objectifs de ma these reposaient dans un premier temps sur la compréhension des facteurs
impliqués dans la régulation de la voie TH17 lors d’une infection en phase aigué de la TO,
poursuivant ainsi ce qui a €té réalisé ces dernieres années au sein du laboratoire. Ensuite, il s’agissait
de développer un modéle murin mimant au plus pres une récurrence de la TO et d’en décrypter les

mécanismes immunologiques qui en découlent.
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> Etude de I’axe IL-23/Th17/IL-17 dans un modéle murin de TO acquise en phase aigué

Le mode¢le d’injection en intravitréen est maintenant bien connu et validé. Il permet de mimer
I’arrivée des parasites au plus proche de la rétine en limitant I’inflammation et les 1ésions non-
spécifiques tout en reproduisant certaines caractéristiques de la TO humaine. Au cours de cette
étude, nous avons utilisé des souris C57B1/6 qui sont réputées plus susceptibles a la toxoplasmose
que les souris Swiss-Webster précédemment utilisées (Sauer et al., 2009, 2012, 2013) et qui nous
permettent de faire un lien avec notre modele de TO récurrente adulte. La virulence des souches
parasitaires joue une part importante dans la gravité future des 1€sions rétiniennes ainsi que dans la
latence des souches. Pour souligner cela, nous avons choisi d’étudier les différences immunitaires
et physiopathologiques dans I’organe particulier qu’est I’ceil, en utilisant deux souches de génotype
différents : la souche PRU (de type II) et la souche RH (de type I). Compte tenu de la grande
disparité observée entre ces souches dans la réponse immunitaire, les lésions et le contrdle de la
charge parasitaire — multiplication non contrdlée et forte production des facteurs des voies Thl et
Th17 pour la souche RH — nous avons voulu savoir si son facteur de virulence ROP16 I est impliqué.
Des souches génétiquement modifiées pour la protéine ROP16 de type I ont été utilisées: RH-
ROP16I KO et PRU-ROP16I. La protéine ROP16 I est un effecteur polymorphique sécrété par les
rhoptries parasitaires lors de I’infection de la cellule hote afin d’en moduler les voies de signalisation
immunitaires (Saeij et al., 2007; Yamamoto et al., 2009). Les souches virulentes telles que la RH
encodent des facteurs de virulence capables de moduler de diverses fagons les voies de signalisation
immunitaires des cellules hotes en supprimant les voies protectrices via une réponse immunitaire
forte et laissant place a la multiplication et a I’activité cytolitique des parasites dans le tissu rétinien.
L’infection de la souche RH au stade précoce est insidieuse vis-a-vis du systétme immunitaire,
puisque I’ensemble de ces facteurs de virulence s’opposent a une réaction immunitaire. De ce fait,
la protéine ROP16 I active de facon constitutive les facteurs de transcription STAT3 et STAT®6,
inhibant la production de I’'IL-12 (Melo et al., 2011; Saeij et al., 2007). Le facteur GRA15 I non
fonctionnel dans cette souche et sécrété par les granules denses, est incapable d’activer NF-«xB et
d’initier une réponse immunitaire. De plus, la protéine ROP18 I phosphoryle les IRGs, bloquant
ainsi leur recrutement a la membrane de la vacuole parasitophore et la destruction du parasite et
autorisant ainsi la progression des parasites libres (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al., 2010). Au
contraire les souches de type II comme la PRU déclenchent une production précoce de cytokines
pro-inflammatoires aprés I’infection. En effet, ce génotype posséde une ROPI16 II moins
fonctionnelle qui active STAT3 et STAT6 de facon transitoire, permettant une activation de 1’IL-12

et une GRA1S5II fonctionnelle qui déclenche les voies de signalisation régulées par NF-«B.
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Contrairement a ce qui a été trouve dans les études sur I’inflammation intestinale ou une souche de
type II contenant une ROP16 I est incapable de déclencher I’inflammation intestinale et augmente
la résistance a I’infection orale (Jensen et al., 2011, 2013), nos résultats affirment que la ROP16 I
est réellement un facteur de virulence dans I’ceil. Elle permet une augmentation des facteurs
inflammatoires comme I’IL-6, I’'IL-17, I’IL-12 et I'IFN-y, et de la charge parasitaire quel que soit le
génotype de la souche dans laquelle elle se trouve. Cependant, la présence de ROP16 I dans une
souche de type Il aggrave également les modifications de la structure rétinienne et donc les lésions,
tandis que dans une souche de type I la structure de la rétine est faiblement modifiée. La souche
génétiquement modifiée PRU-ROP16I, grace a cette protéine de virulence, devrait activer de facon
soutenue les facteurs de transcription STAT3 et STATG6 et inhiber la production d’IL-12. Cependant
nous observons une forte production d’IL-12 aussi bien dans les rétines (marquage fluorescent) que
dans les humeurs aqueuses infectées, tandis que la présence rétinienne de I’'IL-12 n’est pas retrouvée
avec la souche RH. Des marquages fluorescents de STAT3 phosphorylé seront réalisés afin de
vérifier I’activation de ce facteur avec la souche RH et PRU-ROP16I. En outre, d’autres facteurs de
virulence propres au génotype II existent dans la souche PRU-ROP16], tels que GRAT5II et ceux-
ci peuvent contrebalancer les effets de la protéine ROP16 1. En effet, comme nous 1’avons vu
précédemment, la protéine GRA15 active les voies de signalisation de NF-«B et la production d’IL-
12. D’autre part, les facteurs de virulence comme ROPSII et ROP18II n’ont pas les mémes fonctions
que ceux d’une souche de type I et sont associés respectivement a une faible virulence et a un non-
blocage du recrutement des IRGs a la membrane de la vacuole parasitophore. Il semblerait que la
production d’IL-12 en réponse a cette souche autorise une réaction Th1 tardive mais suffisante pour
réguler la charge parasitaire et conduire a un enkystement du parasite. La cytokine 1L-6, qui est
fortement pléiotropique, est I’'unique cytokine produite dés 3 jours apres infection avec la souche
PRU-ROP16I. Des études ont montré que I’IL-6 a un effet protecteur et permet de contenir la charge
parasitaire et I’inflammation (Lyons et al., 2001). Toutefois, son implication dans la génération des
cellules Th17 a également été affirmée ainsi que son réle majeur dans I’inflammation oculaire (De-
la-Torre et al., 2013; Mesquida et al., 2014; Yoshimura et al., 2009). De plus, I’'IL-6 semble
influencer la multiplication parasitaire a travers son action sur STAT3, inhibiteur avéré de I’IL-
12 (Whitmarsh et al., 2011). La régulation de I’axe SOCS3-STATS3 par le parasite pourrait jouer un
réle important dans 1’évolution de la TO. L’importante quantité d’IFN-y produite par les souches
PRU-ROP16I et RH sous I’influence de I’'[L-12 est a I’origine du contrdle de la charge parasitaire
(Sauer et al., 2012) mais peut également amplifier la réaction inflammatoire oculaire existante, étant
donné que les cytokines de la voie Thl comme I’IFN-y sont des cytokines pro-inflammatoires

associées a la présence d’une forte réaction inflammatoire dans ’ceil (Geiger et al., 1994). De plus,
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il a été montré que I’IFN-y peut augmenter le facteur CMH-I intraoculaire chez la souris, facilitant
les cellules T cytotoxiques CD8+ a tuer les cellules infectées et il pourrait également servir a limiter
la multiplication parasitaire (Lyons et al., 2001). L’inhibition observée de I’IL-12 et de I'IFN-y
oculaires (marquage fluorescent) dans les rétines infectées par la souche RH peut s’ expliquer par la
présence de I’ensemble des protéines effectrices virulentes de cette souche. La production de I’IL-
17, cytokine connue pour ses fonctions déléteres dans 1’ceil lors d’une TO et comme marqueur de
I’inflammation toxoplasmique oculaire lors d’une infection avec une souche de type II, est
augmentée par les souches RH et PRU-ROP16 I, probablement par un recrutement de neutrophiles
et de cellules gamma-delta. Toutefois, la production de cette cytokine dans la rétine semble étre
contrdlée par ces souches (marquage fluorescent). L’IL-17 recrute les neutrophiles au site
d’inflammation et peut également stimuler la production d’IL-6 ainsi que d’autres facteurs
inflammatoires afin d’amplifier la réponse inflammatoire locale.

Des expériences avec des souris C57Bl/6 dépourvues du geéne de I'IL-23p19 (IL-23KO) ont été
réalisées afin de démontrer I’importance de cette cytokine lors de la réponse inflammatoire. Les
souris infectées avec la souche peu virulente ont une forte réponse anti-inflammatoire et
antiparasitaire, tandis que les souris infectées avec la souche virulente connaissent une réponse
immunitaire fortement diminuée. La charge parasitaire des souris IL-23KO pour ces deux
expériences (PRU/RH) est diminuée par rapport a celle des souris controles (C57Bl/6 WT). Des
coupes d’anatomopathologie nous ont permis de confirmer I’effet bénéfique de 1’absence d’1L-23
intraoculaire avec une amélioration de I’architecture rétinienne dans les deux cas. Il est aussi a noter
que I’absence d’IL-23 lors d’une infection avec la souche RH affecte les quantités de protéines d’IL-
6 et d’IL-17 alors qu’elles ne sont pas modifiées pour la PRU, laissant présumer une régulation
potentielle de I’IL-23 par cette souche de type 1. Ceci peut également étre expliqué par une baisse
de la charge parasitaire tres faible entrainant une faible réponse inflammatoire. Cependant, nous
avons par ailleurs constaté qu’il existe une inhibition ou un épuisement de la production de I’IL-23
rétinien, molécule clé de I’activation des cellules productrices d’IL-17A, lors de I’infection avec la
souche virulente RH des 2 jours apres infection et dés 14 jours pour la souche PRU-ROP161. Cela
nous laisse penser que la virulence de la souche est directement liée a la présence de I’IL-23 et donc

a I’activation de la population Th17 lors d’une infection des cellules rétiniennes.

En résumé, nous avons mis en lumicre la régulation de ’axe IL-17/IL-23 par la protéine ROP16 I
ainsi qu’un effet délétere de la cytokine IL-23 locale. Les cellules rétiniennes semblent jouer un role
important dans la production de cytokines afin de contrer I’infection. Les expériences avec les souris

IL-23p19KO seraient a poursuivre en ajoutant les deux souches modifiées pour la protéine ROP16
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I afin de disséquer la réponse immunitaire et le comportement de ces souches génétiquement
modifiées dans ce modele. Si les résultats obtenus confirment ce réle délétere de I’IL-23 rétinien
lors d’infection toxoplasmique oculaire, il serait intéressant de ’envisager en tant que cible
thérapeutique.

Evidemment, il serait fort intéressant de poursuivre nos investigations sur ce modele murin avec des
infections de différentes souches atypiques afin d’avoir une idée et un apercu plus larges du type de
réponse immunitaire mise en place par 1’ ceil.

ciblant I’'IL-17 dans nos modeles murins de TO (these de A. De-la-Torre, 2013). Cependant, au vu
des résultats obtenus avec les souris déficientes pour le gene de I’'IL-23p19, il paraitrait plus naturel
de cibler cet ARN lors de prochaines expériences. Cette technique est tres attrayante puisqu’elle
permet d’obtenir des informations vis-a-vis de la pathogénese a un stade plus précoce en ciblant les
transcrits et non la protéine — comparé aux anticorps neutralisants -, et elle permet également par
rapport aux animaux knock-out de supprimer les fonctions d’une molécule particuliére dans un
animal « normal » a un endroit donné. Une étude sur I’encéphalite auto-immune expérimentale
(EAE) a montré que I’injection de siRNA IL-23p19 élimine le développement de ’EAE en
diminuant les ARNs de I’IL-12, I’IL-17 et I’IL-23 alors que les expériences réalisées avec un siRNA
ciblant I’'IL-17 n’influengaient pas 1’évolution clinique bien que cette cytokine ait été montrée

comme ayant un role délétere dans cette maladie (Niimi et al., 2013).

Les schémas suivants permettent de résumer la physiopathologie de la TO au regard des

connaissances acquises au cours de cette these :
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Figure 62 : Réponse immunitaire lors d'une infection toxoplasmique avec une souche peu virulente PRU de type I1.
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Figure 63 : Réponse immunitaire lors d’une infection toxoplasmique avec une souche virulente RH de type I.
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» Modéle de récurrence oculaire toxoplasmique

Le modele élaboré pour mimer les récurrences de la TO consiste a infecter les souris en
intrapéritonéal (i.p) avec 5 kystes d’une souche PRU de type II afin d’obtenir une infection
systémique, y compris oculaire, puis 4 semaines plus tard les souris sont réinfectées avec une
injection intravitréenne contenant 2000 parasites de la forme réplicative de la méme souche, mimant
ainsi une rupture de kyste dans la rétine. Ce modele nous permet d’étudier I’ceil dans un contexte
ou le systtme immunitaire est déja stimulé. L’infection i.p a été choisie car elle permet de passer
outre la barriere intestinale et d’obtenir des lésions oculaires rapides et systématiques plus
rapidement que lors d’une infection per os. De plus, une étude a montré qu’il n’existait pas de
différences entre les deux voies d’infection concernant la pathologie oculaire (Dukaczewska, 2012).
En effet, les changements de la structure rétinienne, les infiltrats inflammatoires vitréen et rétinien,
ainsi que les migrations cellulaires de 1’épithélium pigmentaire seraient identiques.

Ce modele nous a permis d’entreprendre une analyse globale du phénomene de récurrence de la
maniere la plus naturelle possible en évitant tout biais thérapeutique, comme par exemple une
immunosuppression. Un certain nombre de kystes présents dans les rétines infectées ont pu étre
observés — phénomene peu retrouvé dans littérature. Les kystes sont localisés dans les couches
ganglionnaire et nucléaire interne en absence d’inflammation périkystique. Les quantifications
parasitaires des souris contrdles affirment avec certitude la présence du parasite dans les rétines
avant la réinfection.

Grace a I’utilisation de deux souches de souris de susceptibilité différentes, nous avons pu mettre
en évidence deux prises en charge totalement différentes de la multiplication parasitaire et de la
réponse immunitaire associée lors d’une réinfection.

Les yeux des souris Swiss-Webster mettent en place une réponse immunitaire protectrice active
basée essentiellement sur une forte production d’anticorps anti-toxoplasmes 3 jours apres
réinfection, contrdlant probablement ainsi toute multiplication parasitaire. En outre, 1’activation
soutenue de SOCS3 retrouvée dans les rétines de ces souris est associée a un processus anti-
inflammatoire actif qui inhibe principalement I’activation des genes dépendante de STAT3 tels que
I’IL-6, I'TL-23, I’IL-10, etc. Une autre protéine est présente également : I’IL-31. L’IL-31 appartient
a la famille de I’IL-6 et promeut la réponse inflammatoire Th2 sous I’induction de I’IL-4. Elle peut
stimuler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, ce qui sous-entend qu’elle
peut également fonctionner comme une cytokine pro-inflammatoire et recruter des granulocytes,
monocytes et des cellules T au site d’inflammation (Ayimba et al., 2011; Zhang et al., 2008). D autre

part, I’'IL-31 peut réguler de fagon positive ou négative la différenciation des cellules Th1 et Th17,
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ce qui lui confere une fonction importante dans la régulation des réponses immunitaires a travers la
modulation des cellules présentatrices d’antigéne ou plus directement par les cellules T elles-mé&mes
(Zhang et al., 2008). Les souris Swiss-Webster sont un bon modele de résistance aux récurrences
de la TO et peuvent étre mises en parallele avec ce qui est observé chez la majorité des patients
européens et américains infectés avec une souche de type Il, c’est-a-dire un contréle de la réinfection

qui aboutit au faible taux de récurrence observé dans ces pays.
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Figure 66 : Résumé de la réaction immunitaire dans un il de souris dite résistante a l’infection toxoplasmique lors
d’une récurrence.
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Les souris C57B1/6 sont, quant a elles, un trés bon modele de susceptibilité aux récurrences de la
TO. La charge parasitaire dans les yeux de ces souris n’est pas controlée, ce qui déclenche une forte
réponse inflammatoire entrainant une importante modification de la structure rétinienne. Parmi les
éléments de la réponse immunitaire, deux cytokines sont fortement exprimées : I’IL-6 et I'TFN-y.
Nous avons pu démontrer que I’IFN-y possede un role protecteur lors des récurrences en limitant la
réplication parasitaire locale. L’IL-6 participe a la multiplication parasitaire et augmente la réponse
inflammatoire, entrainant une détérioration de la structure des rétines. Cette action s’effectue
probablement a travers I’activation de STAT3 qui inhibe I’IL-12 et ’IFN-y. De plus, I’'IL-6 module
la production d’IL-17, d’IL-13 et d’IFN-y. Il est clairement démontré dans ces expériences que
I’inflammation rétinienne est corrélée a la multiplication parasitaire.

Pour poursuivre ces expériences, une recherche des facteurs interagissant avec 1I’IL-6 pourrait
permettre de comprendre la régulation des mécanismes immunitaires sous-jacents et potentiellement
d’établir une cible encore plus spécifique que I’IL-6. L’origine cellulaire précise de SOCS3 ainsi
que les mécanismes de régulation de cet important facteur immunitaire sont également des points
cruciaux a explorer. La compréhension des mécanismes aboutissant a la latence du parasite dans les
cellules rétiniennes et les facteurs parasitaires impliqués peuvent également aider a la
compréhension des récurrences, tout comme des études cliniques sur I’influence génétique de I’hote.
Des études avec des souches atypiques devraient également étre entreprises afin de se rapprocher
au mieux de ce qui se passe en Amérique du Sud. Pour cela il faudrait probablement utiliser une
souche autorisant I’enkystement des parasites et ne tuant pas la souris avant la fin des expériences.
Cependant, bien que notre modele n’utilise pas ce genre de souche, il met tout de méme en valeur
des résultats prometteurs qui pourraient étre exploités pour les récurrences des patients colombiens
qui ont une forte production d’IL-6 dans leurs humeurs aqueuses via I’injection d’antagonistes du
récepteur a I’IL-6 ou par I’'usage d’anticorps neutralisants.

Si nous comparons nos modeles d’infection en phase aigué et de récurrence, cela souleve plusieurs
questions. Tout d’abord, concernant la charge parasitaire, apres réinfection elle augmente de fagon
drastique comparée a celle observée lors de la phase aigu€, comme si le systéme immunitaire n’était
pas armé par la primo-infection. Le fait que la production d’anticorps n’augmente pas apres la
réinfection peut laisser penser a un phénomene d’épuisement des cellules ou a un défaut des cellules
T cytotoxiques ou des cellules B mémoires modulées par le parasite (Amezcua Vesely et al., 2012;
Bhadra and Khan, 2012; Charles et al., 2010; Diugonska and Grzybowski, 2013). La structure de la
rétine s’en trouve aussi plus fortement modifiée alors que la production cytokinique est plus faible
que celle constatée lors de la phase aigué€. Ceci pourrait également faire penser aux récurrences

observées en Amérique du sud ou la charge parasitaire est incontrolée et des quantités importantes
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de parasites sont retrouvées dans les humeurs aqueuses des patients, entrainant a chaque réactivation
des dommages de plus en plus importants liés probablement a un effet cytopathogene du parasite.

Il serait intéressant de pouvoir réaliser des tomographies de cohérence optique (OCT), des fonds
d’ceil et des coupes histologiques sur les mémes souris afin d’établir un panorama global de 1’état

des lésions provoquées dans la rétine.
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Figure 67 : Résumé de la réaction immunitaire dans un il de souris dite sensible a ['infection toxoplasmique lors
d’une récurrence.
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Pour conclure, cette these contribue a la compréhension des mécanismes immunitaires et
pathologiques se déroulant lors d’une TO en phase aigué et lors de ses réactivations. Toutefois,
beaucoup de questions restent en suspens et méritent d’étre investiguées. Les mécanismes de latence
et ceux conduisant a la rupture des kystes sont toujours inconnus. La susceptibilité individuelle et
les variations génétiques de 1’hdte par rapport au parasite semblent étre des points cruciaux dans
I’évolution de la maladie lors des récurrences. Cependant, I’étude des facteurs de virulence du
parasite ainsi que la modulation immunitaire qui en découle semblent affecter de facon plus
importante la phase aigué de la maladie bien que les facteurs de 1’hote jouent naturellement un role.
Un énorme progres est attendu dans les traitements qui ne répondent pas tout a fait aux exigences et
qui ne sont pas satisfaisants pour un grand nombre de malades et peuvent pour certains ne pas
stabiliser la vision (Garweg and Stanford, 2013) : les traitements actuels basés sur des antibiotiques
et des antiparasitaires ne sont pas idéaux et n’ont aucune action sur les phénomenes de récurrence.
I est nécessaire d’élucider les cascades inflammatoires dépendantes des souches comme celles de
I’IL-6, I’TL-23 et I’IL-17 et d’apporter des traitements plus ciblés grace au développement de

modeles murins afin d’adapter de nouvelles approches thérapeutiques.
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ANNEXES



Tableau 1: Les genes utilisés pour quantifier les transcrits.

Gene Forward primer Reverse primer Amplicon
length (bp)
HPRT 5 GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG 3° | 5’ GAT TCAACTTGCGCTCATCTTAGGC 3’ 162
T-bet 5’ CCTGTTGTGGTCCAAGTTCA 3’ 5’ TGCTGCCTTCTGCCTTTC 3’ 208
GATA-3 | 5 CGGGTCCCCATTAGCGTTAGCGTTCC 3’ | 5" GCCCCTTATCAAGCCCAAGCCCAAGC 3’ 95
FoxP-3 5’ GGCCCTTCTCCAGGACAGA 3’ 5’ GCTGATCATGGCTGGGTTGT 3’ 111
ROR-yt | 5 CGGCCCTGGTTCTCATCAA 3’ 5" AGGCGGCTTGGACCACGAT 3’ 231
Hif-1o 5" ACAACGCGGGCACCGATTCG 3’ 5’ GCTCACATTGTGGGGAAGTGGC 3’ 175
UHRF-1 | 5 GCCAGCTGTGGGTGGGGTTC 3’ 5’ GCCATCCTCCATCTGTTTGCCCC 3’ 199
IFN-y 5’ CAGCAACAGCAAGGCGAAA 3’ 5’ TTCCTGAGGCTGGATTCCG 3’ 137
TGF-6 5’ TGGCTTCTAGTGCTGACGC 3’ 5’ TAGTTTGGACAGGATCTGGC 3’ 122
IL-10 5’ GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 3’ 5’ ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 3’ 190
IL-27 5’ CCTGTTGCTGCTACCCTT 3’ 5’ TGTGGACATAGCCCTGAAC 3’ 148
IL-17 5’ CTACCTCAACCGTTCCAC 3’ 5’ CTCTCAGGCTCCCTCTC 3’ 171
IL-23 5’ TGCACCAGCGGGACATATGAATCT 3’ 5 TGTTGTCCTTGAGTCCTTGTGGGT 3’ 116
IL-22 5’ TGGAAGACGTTCTGCTCCCCCA 3’ 5’ TCCCCAATCGCCTTGATCTCTCCA 3’ 199
IL-25 5’ AGCCACACCCACCACGCAGA 3’ 5’ AGTTGCCCAGCGGGTCCATG 3’ 193
SAG-1 5’ ACCACTTCACTCTCAACTGCCC 3’ 5’ TGTCCCAGTACAGAATCCC 3’ 184
SOCS-3 | 5’GGA GAT TTC GCT TCG GGA CT 3’ 5" AAA CTT GCT GTG GGT GACCA 3’ 131
ISG15 5’ CCA GAA GCA GACTCCTTAAT 3 5’ CGT CAT GGA GTT AGT CACG-3 3’ 123
Tableau 2: Les anticorps primaires utilisés.

Name Species Manufacturer

ChX10 (M-20) Goat polyclonal Santa Cruz

Vimentin (C-20) Rabbit polyclonal Santa Cruz

Vimentin (S-20) Goat polyclonal Santa Cruz

PD-1 Rat monoclonal Abcam

SOCS3 Rabbit polyclonal Abcam

ISG15 Rabbit polyclonal Abcam

p-STAT-3 (Tyr 705) Goat polyclonal Santa Cruz

GFAP (H-50) Rabbit polyclonal Santa Cruz

CD11b Goat polyclonal Abcam

CD45 (H-230) Rabbit polyclonal Santa Cruz

IFN-y (R4-6A2) Rat monoclonal Santa Cruz

IL-12p70 (EQ-7) Rat monoclonal Santa Cruz

IL-6 Rabbit polyclonal Abcam

IL-17 (H-132) Rabbit polyclonal Santa Cruz

IL-23 (H-113) Rabbit polyclonal Santa Cruz

IL-22 (E-17) Goat polyclonal Santa Cruz

IL-25 (N-13) Goat polyclonal Santa Cruz
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Tableau 3: Les cytokines et chimiokines dosées lors des expériences de Bioplex.

Eotaxin TNF-o IL-4 IL-13
G-CSF IFN-y IL-5 IL-17A
Mouse cytokine | GM-CSF KC IL-6
23-Plex MIP-1a IL-1a IL-9
MIP-15 IL-15 IL-10
MCP-1 IL-2 IL-12p40
RANTES IL-3 IL-12p70
Mouse cytokine o178 IL_ES
Th17 Panel IL.-21 IL-31
8-Plex Group Il IL-22 CD40L
IL-23p19 | MIP-3a

Tableau 4: Expression des génes de la voie Jak/STAT modulés lors d’une réinfection.

Myeloproliferative leukemia virus oncogene (MPL): thrombopoietin
receptor: cd110: virus->enhances antigen specific in vitro T-cell
proliferative responses and IFNy production; in vivo: delayed type

hypersensitivity responses without increasing its reactogenicity.

Nitric oxide synthase 2, inducible: iNos2: involved in immune
response, produced by NO. Could be stimulated by IFNy. NO: protects

against toxo and limits ocular lesion development= limits OT severity.

2'-5' oligoadenylate synthetase 1A:OAS1 : gene responsive to type I
IFN. Toxo: complete disregulation of the IFN-induced gene: parasite

blocks effects of [FNy.

Colony stimulating factor 1 receptor: the cytokine controls
production, differenciation, and function of macrophages. Toxo
induces secretion of G-CSF. Stimulates survival, differenciation and

proliferation of mononuclear phagocytes.

Chemokine (C-X-C motif) ligand 9: chemoattractant agent for T

lymphocytes induced by IFNy. Lien avec IL20.

Swiss | C57Bl/6 | CBA/J
—— ++ +
- ++ +
+++ - ++++
++ -
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Swiss

C57Bl/6

CBA/)

Coagulation factor II (thrombin) receptor = PAR1: induces
secretion of pro-inflammatory cytokines (il6),increases expression of
tissue factors and adhesion molecules (permeability); action on neutro,
mono, lympho.Releases promitogenic factors and survival of neuronal

cells.

e

Jun oncogene: Increases the host resistance to toxo.Blocks nuclear
accumulation of C-jun but not for NFkB. Necessary for appropriate

neuronal regeneration.

+++

+++

High mobility group AT-hook 1: HMGA1 (FT):modulates
transcription by altering the chromatin architecture. Regulates cell
processus involved in: growth of new vessels, cell proliferation,
apoptotic pathways. Involved in inflammatory systemic responses.

Inhibition by the iNOS promotor.

Src-like-adaptor 2 (SLAP-2): important receptor-proximal role in
downregulating T an B cell-mediated responses (= negative regulators
of T-cell antigen receptor (TCR) signaling and of B-cell receptor
signaling) and inhibits antigen receptor-induced calcium mobilization.
Regulates monocytic dendritic cell maturation and regulates negatively

CSF-1R, GM-CSFR.

SH2B (src homology) adaptor protein 1: controls energy and
homeostasy of glucose. Increases growth hormone-dependant

macrophages mobility.

e

+++++

Signal transducer and activator of transcription 4: activated by
IFN, IL12/23/17. Essential for the expansion of TH17 cells activated
by IL-23 and development of THI cells from naive CD4. Monocytes

activation and upregulation of IFNy production by TH1 cells.
Expressed on CD4/8.Essential for the development of NK innate

response and T cells adaptative response to toxo resistance.

Signal transducer and activator of transcription 6: activated by
ROP16 and suppresses 1112 in macrophages-> suppresses TH1

response?
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C57Bl/6

CBA/)

Alpha-2-macroglobulin (A2M): synthesizes locally by macrophages,
fibroblasts and adrenocortical cells. Acts as an antiprotease, is able to
inactivate an enormous variety of proteinases. Inhibits thrombin,
kallikrein. Acts as a carrier protein binding (en liant?) numerous
growth factors (platelet-derived GF, basic fibroblast GF) and cytokines
(TGF-p, IL-15). Synthesizes by the cornea, protects it from damage
caused by proteinases. Present in the cornea at low levels. IL-6 does
induce synthesis of A2M in human neuroblastoma cells.A2M may be

important in the protection and/or clearance of cytokines.

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21): inhibits the activity of
cyclin-CDK?2 or CDK-4 complexes, functions as a regulator of cell
cycle progression at G1. Its expression is tightly controlled by the
tumor suppressor protein pS3.Interacts with proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), plays a regulatory role in S phase DNA replication
and DNA damage repair. Specifically cleaved by CASP3-like
caspases. Mediates cellular senescence. Can inhibit apoptosis and does
not induce cell death on its own. CD40 upregulated Beclin 1 and

triggered killing of T,gondii by decreasing protein level of p21.

e
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C57Bl/6

CBA/)

CCAAT (box motif)/enhancer binding protein (C/EBP), beta : gene
without introns. C/EBP involved in the control of cellular proliferation,
growth and differentiation, in metabolism, in immunity. Three polypeptides:
LAP*, LAP, LIP. Expressed in the mammalian nervous system, significant
role in development and function of nerve cells (neuronal differentiation, in
glial and neuronal cell functions, neurotrophic factor expression). Regulated
by multiple mechanisms (phosphorylation, acetylation, activation,
autoregulation, oncogenic elements, chemokines, repression via other
transcription factors). Interacts with CREB1, CRSP3, EP300, HMGA1, Sp1
transcription factor, NF-kB ... leading to a trans-activation potential.
Important in the regulation of genes involved in immune and inflammatory
responses; bind to the IL-1 response element in the IL.-6 gene. Critical for
nomal macrophage functioning. Target genes C/EBPS is capable of
increasing the expression of several target genes, included genes codeing for
cytokines (IL-6/IL-4/IL-5/TNF-a). Actives also genes coding for transporter
proteins that confer multidrug resistance to the cells (ABCC2/ABCB1). With
CCAAT: important in the regulation og genes involved in immune and
inflammatory responses. STAT3 and C/EBPS regulate Jab1 (jun activation-
domain binding proteinl)/CSNS5 expression in mammary carcinoma cells.
Trans-activates murine nitric oxide synthase 2 gene in an MTAL cell line.
C/EBP, a transcriptional factor implicated in cellular injury and
regeneration. Stimulation with LPS, IL-6, IL-1 strongly induces C/EBPf
expression-> role in the mediation of the inflammatory response. Originally
identified as a mediator of IL-6 signaling. Highly expressed in mature B cells.
IL-6 and related molecules (NL-IL6) members of C/EBP-> regulation of IL-6
and also induction of a variety of proteins in acute phase. Involved in the
regulation of Nox (NADPH oxidase) expression and function. Fully active in
unstimulated macrophages. Involved in the inducible expression of several
genes that are important for inflammation and immunity
(CD14/1L12p40/1IL1/IL6/TNFa/1L8/MCP1/M-CSF/G-CSF/nitric oxide

synthase genes).

+++

Coagulation factor II: pro/thrombin-serine protease: function in
inflammation, repairs tissues, cell growth and division, formation of

new blood vessels.
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Swiss

C57Bl/6

CBA/)

Fc receptor, IgE, high affinity I, alpha polypeptide: IgE detection

seems to be correlate with toxoplasmic reativation.

+++

Fc receptor, IgG, high affinity I: FcyR: CD64: induces phagocytosis
of opsonized microbes. Expressed on macro, neutro, DC, RPE and
microglia cells in retina. IL10 is an effector of CD64-> suppresses
inflammation. Produced by RPE, can suppress activation of intraocular
Tcells. IgG endogenous, produces by RPE : protective function

(autocrine). Functional role in ocular immune homeostasis.

Interferon gamma : Th1 type cytokine. Protective effect, controls

parasite proliferation. Inhibited by IL-6.

Interleukin 2 receptor, alpha chain (CD25) : expressed on the surface
of certain immune cells like lymphocytes, binds and responds to a cytokine
called IL-2. The alpha chain does not participate in signalling (involved in

binding IL2). Th IL2R triggered the expression of cyclin D2 and D3.
STATS5a/b activated by the IL2R via JAK1/3 kinases promote the
transcriptional activation of the D cyclins.IL2R ultimately promote
progression through G1 of the cell cycle and through the G1 restriction point.
IL2R signals negative feedback loops that function to inhibit IL2 gene
expression (shut down signaling via Tcell antigen receptor by activating the
expression CTLA-4 or by activating the expression of FOXP3). T cells that
express FOXP3 can suppress other T cells by binding IL2 via the high
affinity IL2R. CD25, transmembrane protein which forms the alpha chain of
IL2R, as a marker of IL2 could differentiate acquiered OT. Crucial role in

IL2 homeostasis.

e

Interleukin 2 receptor, gamma chain (CD132): type I cytokine
receptor family expressed in most lymphocytes. Involved in signal
transduction following cytokine interaction. Interacts with JAK3. Stat5
a/b molecules activated by the IL2R via JAK1/3 promote the

transcriptional activation of the D cyclins. Pivotal role in formation of
the full-fledged IL-2 R. The cytokine receptors for at least IL-2, I1L-4,
IL-7, IL-9, IL-15 and IL-21 use the same gamma chain as an essential
subunit. Directs the growth and maturation of lymphocyte subtypes: T

cells, B cells and natural killer cells.
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CBA/)

Interleukin 6 signal transducer (gp130/IL6ST/IL65/CD130) :
transmembrane protein which is the founding of the class of all
cytokine receptors. Forms one subunit of the type I cytokine receptor
within the IL6 receptor family. Inactivation of gp130 is lethal to
mice.Assocation with STAT3. Interacts with TLE1/SOCS3/HER2-
neu/PTPN11/LIF-R/Grb2/JAK1 and SHCI1. GP130R essential
ubiquitous signal transducer for members of the IL6 cytokine family
(IL6/IL27/IL11/LIF oncostatin M, CNTF/ Bceell stimulating factor 3.
Astrocytic gp130 expression is crucial for the survival of GFAP
astrocytes in TE. Individual IL6 family members are important for the

survival of brain resident cells in inflammatory CNS disorders.

Interleukin 10 receptor, beta (CDW210B/CRF2-4) ): class 11
cytokine receptor family. Largely requiered only for signaling.

Activates JAK/STAT signaling mainly Tyk2 -> STAT1/3/5.

Interferon regulatory factor 1 (IRF1): Able to activate expression of
the cytokine IFN b. Function as a transcriptional activator or repressor
of a variety of target genes. Trans-activate the tumor suppressor

protein p53. Plays a role in the immune response, regulating apoptosis,

DNA damage and tumor suppression. Interacts with STAT1 et myd 88.

Interferon regulatory factor 9 (IRF9/ ISGF3G): Interacts with
STATI and STAT?2. Involved in type I IFN-regulated gene expression
where it associates with STAT1:STAT?2 heterodimers to from the
transcriptional complex ISGF3. Protects against the pathophysiological
actions of type I IFN in the CNS and STAT1 and possibly STAT2
participate in alternative IRF9 independent signaling pathways
activated by IFN alpha in glial cells resulting in enhanced IFN gamma

like response.

Swiss | C57Bl/6
++
++
++
++
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ISG15 ubiquitin-like modifier : is an interferon stimulated gene
(ISG) since its expression is induced in response to type I interferons
or LPS. Secreted from monocytes and lymphocytes where it can
function as a cytokine. Not essential for STAT1 signaling. Its
expression is regulated by IRF (interferon regulatory factor family)
and ETS factor PU.1. Can be strongly induced by NEMO/IkB
signaling. Induces IFN-y production by T-cells, stimulates the T-cell-
dependant expansion of natural killer cells and augments non-major
histocompatibility class-restricted cytolytic activity against tumor cell
targets. Hypothesis: E3 ubiquitin/UBL ligases involved in paathogen

virulence and /or pathogenicity.

+++++

Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin-1): involved in the
breakdown of extracellular matrix and during tissue remodeling in
normal physiological processes or disease processes. MMP3 enzyme
degrades collagen types II/III/IV/IX/X/
proteoglycans/fibronectin/laminin/elastin. Activates others MMPs such

MMP1/7/9.

Prolactin: hormone with inhibitory effects on Toxo
proliferation=protector (kills parasite or promotes encystment);
modulates the host's defense against toxo: stimulates T/B cells, macro,

neutro, NK, DC, microglia cells and releases various cytokines.

Protein inhibitor of activated STAT 1 (PIAS1): protein inhibiting the
JAK STAT signaling pathway. E3 SUMO protein ligase PIAS1 is a
protein. Interacts with DNMT3A, STATI, small ubiquitin-related
modifier 1, Sp3 transcription factor, UBE2I, P53.

SFFV proviral integration 1 : activates gene expression during

myeloid and B-lymphoid cell development. Transcription factor PU,1

encoded by SPI1 gene, which interacts with NONO, GATA2, FUS,
IRF4.

ot
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Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1): expressed in endotelial
cells.Inhibitor of JAK/STAT signaling (via Src homology 2) and IL-
62. Expression induced by I1L2/3/EPO/GM-CSF/IFN-y. In EAU model,
SOCSI protects mice from developping severe uveitis. Mediates
protection of neuroretinal cells from apoptosis (neuroprotective
function). Regulator of Type I and II IFN-mediated phosphorylation of
STATI1 and diminish IFN-y responsiveness to T.gondii. Toxo can
upregulated SOCS1 to evade host antimicrobial activity. SOCS1
inhibits lymphocyte recruitment into the retina. Neuroprotective
function in the retina. Negative regulator of IFN-y/IL4/IL6/TNF-a
mediated immune responses and expression of chemokines that
mediate trafficking of inflammatory cells into the retina. SOCS1
expression is markedly induced in retinal cells during ocular
inflammation. Inhibits recruitment of inflammatory cells into the
retina. Repressed expression of RANTES. Toxo induces endogenous
SOCS-1 to contribute to the parasite's inhibition of IFN-y. Highly
induced in the retina at the onset of peak of inflammation. Genotype I
strain induces SOCS1 to limit NO radical production. SOCSI1 inhibits
IL6/STAT3 signaling.

e

SOCS2: specific negative regulator of STATS. Induced by cytokines,
hormones and FT (IL6, prolactin, IFNy, GMCSF, GCSF).Highly
expressed in iTreg to maintain the anti-inflammatory phenotype,

inhibits the development of TH2 cells, promotes the development of
Th17 cells. Key regulatory role. Ability to antagonize other SOCS

family members.
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Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3): for signaling of
IL6/EPO/GCSF, binding of SOCS3 to the respective cytokine receptor
is crucial for the inhibitory function of SOCS3. Target of STAT3 that

limis signaling by the pleiotropic cytokine IL6, is upregulated in
response to infection but is dispensable for the immune inhibitory
effects of Toxo. In absence of SOCS3 macrophages are hypersensitive
to the anti-inflammatory properties of IL6. SOCS3 has a critical role in
suprresing IL6 signal and promoting immune responses to control toxo
infection. Toxo upregulates SOCS3 in macrophages, a well-
charaterized target of STAT3 linked to inhition of cytokine signaling
(in vitro: SOCS3 not required for toxo to limit macrophage cytokine
production). Can regulate IFN responses. Promotes appropriate and
effective TH1 immunity. Contributes to host immunity by regulating
the intensity and duration of cytokines signals and inflammatory
responses. Promotes expansion of the Th17/IFNy subset associated
with development of severe uveitis. Regulates the activation and
differentiation via the inhibition of IL.12 mediated STAT4 activation.
Constitutively expressed in naive CD4+ T cells and its expression is
inversely correlated with the level of IL2. Expression of SOCS3 is
induced in the retina during uveitis with its highest level at the peak of
the disease and coinciding with infiltration of the retina by CD4+ T
cells. Essential negative regulator of IL23 signaling. May serve a
gatekeeper function in T cells. Decrease of SOCS3 promotes the
elevation of CTLA-4 level. Constitutive expression of SOCSI et
SOCS3 promotes commitment and stability of the TH1 and TH2
lineages respectively. During EAU, the main impact of the loss of

SOCS3 is on the level of IL17 expression.

++++

Suppressor of cytokine signaling 4: SOCS4: mean regulator of

inflammation.Inhibits STAT?3 activation.
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cours d’une toxoplasmose oculaire
dans des modeles murins

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire qui infecte plus du tiers de la
population mondiale. La toxoplasmose oculaire (TO), qu’elle soit d’origine acquise ou congénitale,
est une infection fréquente et redoutable ou le pronostic visuel est fortement engagé. La TO est
considérée comme une cause majeure d’'uvéite postérieure et la rétinochoroidite en est la
manifestation la plus fréquente. La présence du parasite dans le tissu rétinien, ainsi que la réponse
immunitaire de I'héte, qu’il génere participent au développement des Iésions. Cependant, les
mécanismes physiopathologiques aboutissant a la destruction de la rétine et ceux conduisant a la
latence et a la réactivation parasitaires ne sont toujours pas clairement identifiés. De plus, des
améliorations des traitements actuels semblent nécessaires afin de traiter au mieux 'ensemble
des patients et d’agir également sur la forme latente du parasite et les récidives qui en découlent.
Nos travaux sur des modeles murins de la phase aigué de la TO démontrent que le facteur de
virulence parasitaire ROP16 est responsable de 'augmentation de la charge parasitaire et des
réponses inflammatoires oculaires Th1 et Th17. De plus, lorsque cette protéine se trouve dans un
génotype parasitaire difféerent de celui d’origine - possible par recombinaison des souches - la
pathologie oculaire en est exacerbée. Nous avons également démontré que la cytokine IL-23
participe a la destruction de la rétine et a la multiplication parasitaire. Notre modéle murin de
réactivation de la TO met en évidence le rOle protecteur de la voie Th1 a travers 'lFN-y et celui
fortement délétere de la cytokine IL-6. La neutralisation de cette cytokine dans notre modéle
diminue la charge parasitaire oculaire ainsi que 'ensemble de la réponse inflammatoire et n’altére
en rien la structure rétinienne. Il serait donc trés intéressant d’utiliser une thérapie ciblant le
récepteur de I'lL-6 afin de contrecarrer les effets des récurrences de la TO.

Mots clés : toxoplasmose oculaire, récurrence, ROP16, IL-6, Th17

The obligate intracellular parasite Toxoplasma gondii infects more than one third of the world
population. Ocular toxoplasmosis (OT), whether acquired or congenital, is a common and
frightening infection which can strongly impair the visual function. OT is considered as a major
cause of posterior uveitis and retinochoroiditis is its most common manifestation. The presence of
the parasite in the retina as well as the immune response it generates in the host are two factors
involved in the development of ocular lesions. However, up to now, the pathophysiological
mechanisms leading to the destruction of the retina and those implied in the parasite latency and
reactivation have not been clearly identified. Morever, improvements of current treatments are
necessary in order to give all patients a better care but also to fight the parasite latent form and
relapses they may cause. Our mouse models of OT acute phase have demonstrated that the
parasite virulence factor ROP16 is responsible for the parasite load increase and the Th1 and Th17
ocular inflammatory responses. When this protein is in a different genotype than its original one —
this has been made possible by recombining strains — the ocular pathology is more severe. We
also showed that the IL-23 cytokine was involved in the destruction of the retina and in parasite
multiplication. Our mouse model of OT reactivation highlighted the protective role of the Th
pathway through IFN-y as well as the highly deleterious IL-6 cytokine. By neutralizing this cytokine
in our model, we reduced the ocular parasite load and the global inflammatory response without
modifying the retinal structure. It would be very interesting to elaborate a therapy targeting the IL-
6 receptor in order to counter the effects of OT recurrences.

Keywords : ocular toxoplasmosis, recurrence, ROP16, IL-6, Th17
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