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IRF Interferon-regulatory factor
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IRG Immunity-related GTPase

ISG Interferon stimulated gene

ISGF-3 Interferon-stimulated gene factor 3
ISRE Interferon stimulated reponse element
JAK Janus kinase

MIF Macrophage migration inhibitory factor
M] Moving junction

NLR NOD-like receptor

NLRP Nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing gene family, with a pyrin domain
OAS 2’-5-oligoadenylate synthetase

PAMP Pathogen associated molecular pattern
PBS Phosphate buffer solution

PD-L1 programmed cell death ligand 1

PIC Protease inhibitor cocktail

PNN Polynucléaires neutrophiles

ROP Protéine de rhoptrie de T. gondii

ROS Dérivés réactifs de I'oxygene

RPE Epithélium rétinien pigmentaire

RPEC Cellules de I'épithélium rétinien pigmentaire
SAG T. gondii surface antigen

SIDA Syndrome d'immunodéficience acquise
SNC Systeme nerveux central

SNP Single nuclotide polymorphism

STAT Signal transducer and activator of transcription
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TEER Résistance électrique trans-épithéliale
TGF-B Transforming growth factor beta

T] Tight junctions

TLR Toll-like receptor

TNF Facteur de nécrose tumorale

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
VIH Virus de 'immunodéficience humaine
VIP Peptide vasoactif intestinal

VP Vacuole parasitophore

a-MSH a-melanocyte-stimulating hormone
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11 Toxoplasma gondii

111 Classification et souches

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire décrit pour la premiere fois
par Charles Nicolles et Louis Manceaux chez un rongeur africain, le gondi (Ctenodactylus gundi), ain-
si que par Alfonso Splendore chez un lapin au Brésil, en 1908 [1, 2]. Il tire son nom du mot grec to&o
signifiant « arc » en raison de sa forme arquée, et de l'espéce de rongeur de laquelle il a été pour la
premiére fois isolé. Le genre Toxoplasma est monospécifique et appartient au phylum des Apicomplexa
comme de nombreux autres parasites protozoaires d'importance médicale humaine ou vétérinaire, tels
que Plasmodium spp., Cryptospodium spp., Babesia spp., Theileria spp., Eimeria spp. ou encore Neospora
caninum, décrits comme génétiquement et phénotypiquement proche de T. gondii [3]. Levine a établi en
1980 la classification de I'espece T. gondii comme suit : regne des protistes ; sous-regne des protozoaires ;
embranchement des apicomplexes ; classe des sporozoaires ; sous-classe des coccidies.

Bien qu'une seule espece de toxoplasme existe, de nombreuses souches parasitaires différentes ont
été décrites, présentant une formidable diversité génétique dont née une diversité de phénotypes, ces
différentes souches présentant des tropismes tissulaires et des virulences variables. Actuellement, deux
classifications différentes des souches de T gondii se cotoient. La premiere, publiée en 1995, est basée sur
l'analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction de 6 loci, SAG-1, SAG-2, ROP-1, 850,
L328 et 62 [4]. Elle décrit trois différents types de parasites, présentant, en plus de leurs similitudes géné-
tiques, des similitudes cliniques, les souches de type I étant retrouvées plus fréquemment au cours des
infections congénitales humaines, tandis que les souches de type II seraient retrouvées plus fréquem-
ment chez des humains adultes atteints du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) et les souches
de type III chez des animaux non humains [4]. Alternativement, les souches de type II ont été décrites
comme kystogénes chez la souris, tandis que les souches de type I seraient virulentes, causant une im-
portante parasitémie chez ces mémes rongeurs [4]. A ces différents types, s'ajoutent de nombreuses
souches dites « atypiques », puisque génétiquement distantes de ces différents types de toxoplasme.
Ainsi, cette classification canonique est progressivement abandonnée au profit d'une classification plus
moderne répartissant les parasite en six clades, établie par I'analyse de marqueurs polymorphiques, a
l'aide de trois méthodes différentes, situés sur 30 loci répartis sur tout le génome du parasite, de plus de
950 isolats (figure 1.1) [5]. Cette nouvelle classification confirme la dichotomie existant entre, d'une part,
une partie comprenant certaines régions de 'hémisphére Nord (Amérique du Nord et Europe) avec une
prédominance de quelques lignées tres abondantes et fortement clonales (clades C et D regroupant les

types I/II/III) et de l'autre coté des souches principalement décrite en Amérique du Sud, caractérisées
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F1G. 1.1: Structure génétique de la population de T. gondii (Su et al., 2012)

par une grande diversité de génotypes preuve d’'une forte recombinaison (clades A, B et F, dits atypiques).
Néanmoins, la classification classique est toujours couramment utilisée pour des raisons pratiques,
notamment dans le cadre expérimental, afin de caractériser les souches toxoplasmiques choisies pour

les expériences décrites.

1.1.2 Histoire naturelle et cycle de vie

Le cycle de vie de T. gondii est un cycle hétéroxene faisant intervenir des félins comme hotes défi-
nitifs et, virtuellement, n'importe quel animal homéotherme en tant qu’hote intermédiaire (figure 1.2).
Comme il est coutume dans ce genre de cycle, les hotes intermédiaires sont définis en ce qu'ils abritent
la reproduction asexuée du parasite tandis que les hotes définitifs hébergent leur reproduction sexuée
[6].

Le cycle se dessine ainsi : les félins, hotes définitifs, se contaminent en ingérant des végétaux ou de
l'eau, souillés par des oocystes matures, ou des proies elles-mémes infectées et contenant des kystes pa-
rasitaires. Les félins sont principalement représentés par les chats en Europe. Les parasites pénétrent
alors dans les cellules de I'épithélium digestif et se différencient en gamétocytes apres plusieurs cycles

de division asexuée, une étape appelée schizogonie. La fécondation de gameétes femelles par des ga-
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metes males aboutit a la formation d’'oocystes non sporulés. Ceux-ci sont immatures et ne revétent pas
de caractere infectieux. Ainsi, plusieurs millions d'oocystes non sporulés seront émis dans les feces du
félin infecté en quelques jours. Au contact d'un environnement favorable, un oocyste sporulera en 1 a
5 jours et deviendra ainsi un oocyste mature, infectieux. Un oocyste sporulé contient deux sporocystes,
eux méme contenant quatre sporozoites chacun. Cette forme, en plus d’étre infectieuse, est particulie-
rement résistante et stable pendant plusieurs mois dans le milieu extérieur.

Les hotes intermédiaires sont des proies pour les hotes définitifs, c’est-a-dire, en Europe, les proies
des chats (petits rongeurs, oiseaux...). Ceux-ci s'infectent en ingérant de la nourriture ou de I'eau souillée
d'oocystes sporulés. Une fois ingérés, les sporozoites libérés de leur oocyste se transforment en tachy-
zoites, forme libre du parasite. Sous la pression du systeme immunitaire, les tachyzoites se transforme-
ront en bradyzoites, forme d’« attente » du parasite, persistant dans certains tissus préférentiels tels que
le cerveau, l'ceil, les gonades, les muscles ou le cceur, a l'intérieur de kystes tissulaires. Ces kystes restent
infectieux et constituent la forme d'infection des hotes définitifs par prédation. Chez 'hote intermé-
diaire, une transmission verticale trans-placentaire de T. gondii est possible, le plus souvent lors d’'une
primo-infection survenant pendant une gestation et résultant en une toxoplasmose congénitale.

Lintégralité des animaux homéothermes peuvent, virtuellement, constituer des hotes intermédiaires

en cela que I'infection par T. gondii est possible, aboutissant a la formation de kystes tissulaires pérennes
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et infectieux. Néanmoins, nombre de ces animaux qui s'infectent ne constituent pas de proies pour un
hote définitif. Par exemple, en Europe, I'’humain ne constitue pas une proie pour le chat. A ce titre, ces
animaux hébergeant des kystes infectieux de 7. gondii mais n'entrant pas dans un cycle de vie pérenne

constituent des hotes accidentels.

11.3 Morphologie et biologie cellulaire

Au cours de son cycle de vie, T. gondii revét de nombreuses formes, possédant chacune des caracté-

ristiques morphologiques et physiologiques propres a leur fonction dans le cycle parasitaire.

Le tachyzoite

Le terme de tachyzoite (toyog signifiant « vitesse » en grec) est hérité de Frenkel et décrit ce stade qui
se multiplie rapidement dans n'importe quelle cellule de l'organisme de I'hote [7]. Le tachyzoite présente
la forme typique en forme d’« arc », de « croissant » ou de « virgule », d'une taille variant entre 2 et 7 um
[6]. Ils présentent de nombreux organites dont un noyau, un réticulum endoplasmique, des corps de
Golgi, des mitochondries, des compartiments endosomaux, des apicoplastes, des granules denses, des
acidocalisomes, un complexe membranaire interne, des vacuoles « plant-like », un processus conoide,
un complexe basal, des micronémes et des rhoptries (figure 1.3) [8]. Les tachyzoites libres sont impliqués
dans un cycle continue d’invasion cellulaire, de réplication intracellulaire et d'évasion de la cellule hote,
aboutissant a la destruction de cette derniéere, baptisé cycle lytique (figure 1.4). Les parasites extra-et
intracellulaires présentent d'importantes différences physiologiques. Les tachyzoites extracellulaires ne
se divisent pas, sont extrémement mobiles, présentent leur processus conoide et sécrétent le contenu
de leurs micronémes au contact des cellules. A l'inverse, les tachyzoites intracellulaires se divisent, ne
sont pas mobiles, ne sortent pas leur processus conoide et ne sécrétent pas le contenu des micronemes
[8]. Ces changements sont également visibles a 'échelle de I'expression de genes [9, 10], de la quantité
d’acides ribonucléiques messagers (ARNm) préts a étre traduits [11], ou encore de la translocation des
enzymes glycolytiques du cytoplasme vers le cortex [12].

Linvasion cellulaire est un processus essentiel a la survie du parasite. Il fait intervenir de nombreuses
protéines parasitaires issues des rhoptries, en 'occurrence les protéines TeRON-2, TgRON-4, TgRON-5 et
TgRON-8, mais également I'apical membrane antigen 1 (TgAMA-1) [13]. Ces protéines sont intégrées a la
membrane plasmatique de la cellule hote afin de former une jonction serrée avec le parasite, baptisée
moving junction (M]). En effet, le parasite utilise cette jonction serrée pour former une invagination dans
la membrane de la cellule hote a 'aide de sa propre machinerie locomotrice, le glideosome (fig. 1.5).

Ce glideosome est lui-méme constitué de plusieurs protéines, TgMyoA, TgMLC1, TgGAP45, TeGAP50
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e TgGAP40, qui permettent a la membrane parasitaire externe de glisser sur la membrane parasitaire
interne, a la maniére d'une chaine. Ce faisant, le parasite repousse la jonction établie avec la cellule
hote vers son pole postérieur, formant ainsi une vacuole intracellulaire dans laquelle il va s’isoler et qui

constitue la vacuole parasitophore (VP) nouvellement formée [13].

La vacuole parasitophore

L'invasion parasitaire et la formation de la VP est un phénomene rapide, de l'ordre de 25-40 s [14].
Une fois dans la vacuole, les tachyzoites vont se multiplier rapidement, avant de sortir de la VP et de la
cellule hote pour poursuivre le cycle lytique. La VP, de par son processus de formation, est largement
dérivée de structures de la cellule hote. Elle est néanmoins tres largement modifiée par I'inclusion par le
parasite de tres nombreuses protéines parasitaires dans sa membrane [14]. Les fonctions de toutes ces
protéines sont loin d’étre élucidées. Néanmoins, la fonction de ces protéines, collectivement, est de faire
de la VP un environnement permettant la persistance du parasite [14].

Par exemple, T. gondii étant auxotrophe pour de nombreux nutriments, tels que le tryptophane,
le cholestérol et le fer, il doit tirer parti de sa situation intracellulaire pour se procurer ces molécules
[15, 16, 17]. Ainsi la VP modifiée permet la diffusion de protéines de petite taille (< 1 300 Da) a travers
sa membrane grace a la présence de deux molécules parasitaires, T¢GRA17 et TeGRA23 [18, 19]. D’autres
protéines parasitaires sont, a I'inverse, impliquées dans des mécanismes de transport de protéines de-
puis l'intérieur de la VP vers le cytoplasme de la cellule hote. Ces mécanismes sont complexes et font

intervenir des protéines telles que TgAsps et Myn [20]. Il a également été montré que la présence de
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la VP dans la cellule hote modifie drastiquement 'organisation du cytosquelette de cette derniére, mais
également que plusieurs organelles telles que des mitochondries, le centrosome ou le réticulum endo-
plasmique sont recrutés a proximité de la VP [21, 22, 23]. Il est supposé que cette proximité permet au
parasite de recruter des éléments nécessaires a ses fonctions propres, tels que la choline [24]. De méme,
il a été constaté que, dans la cellule infectée, les lysosomes et vésicules d’'endocytose migrent vers la VP,
facilitant probablement la prise de cholestérol par le parasite [16, 25]. De nombreux autres mécanismes
similaires existent probablement concernant 'import de toutes sortes d’éléments essentiels au parasite,
mais également I'export de protéines parasitaires nécessaires a la manipulation des fonctions cellulaires.

La VP constitue également une barriere mécanique, isolant le parasite du reste de la cellule. Néan-
moins, de par les importantes modifications apportées par le parasite a la membrane de la VP, celle-ci
constitue une cible pour le syst¢tme immunitaire de I'hote. Le parasite posséde de nombreux moyen de
défendre la VP contre la réponse immunitaire qui seront développés dans le chapitre portant sur la ré-
ponse immunitaire a 'infection par T. gondii [14]. Lorsque ces mécanismes sont pris en défaut et que la
pression immunitaire se fait trop forte pour le parasite, celui-ci peut prendre la forme de bradyzoites,

situés au sein d'un kyste tissulaire.

Le bradyzoite et le kyste tissulaire

Le bradyzoite, du grec Bpados (la lenteur), est la forme du parasite se multipliant lentement au sein
de kystes tissulaires [7]. En effet, les bradyzoites continuent de se diviser par endodyogénie, a lI'instar des
tachyzoites, mais le rythme de division des parasites est plus lent [6]. Structurellement, les bradyzoites
différent peu des tachyzoites. Ils conservent la méme forme arquée caractéristique mais sont légérement
plus graciles. Ils different également par la position du noyau, qui est plus postérieure chez le bradyzoite
que chez le tachyzoite et le contenu des rhoptries qui est globalement plus dense chez le bradyzoite, ceci
étant particuliérement vrai chez les bradyzoites contenus dans des kystes anciens. Enfin, les bradyzoites
contiennent des granulations d'amylopectine absentes chez le tachyzoite [6].

Le mécanisme d’enkystement du parasite est complexe et fait intervenir de nombreuses protéines.
En effet, le kyste dérive directement de la VP intracellulaire développée lors de I'invasion cellulaire par
les tachyzoites. Il a été montré que l'architecture des cellules hébergeant un kyste parasitaire était tres
fortement remaniée, les microtubules et les filaments intermédiaires formant une structure en forme de
cage autour du kyste [26]. Par ailleurs, il semble que de nombreuses structures permettant I'interaction
des cellules avec leur environnement, telles que le réticulum endoplasmique et les vésicules d’endo-
cytose, sont réorganisées au sein de la cellule infectée, permettant probablement aux bradyzoites in-
trakystiques d’échanger avec leur environnement, permettant le maintient d'une infection chronique

[26]. Parmi les protéines ayant montré un role dans I'établissement du kyste, les polypeptides N-acetyl-
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galactosaminyl-transférases (ppGalNAc-Ts) sont responsables de la glycosylation de glycoprotéines se
situant dans le « mur » kystique, une épaisse structure (250 -500 nm d’épaisseur) délimitant le kyste a sa
face externe et lui conférant une importante rigidité [27]. Les ppGalNAc-Ts possédent 5 isoformes, dont
il a été montré que la fonctionnalité était essentielle a la glycosylation des protéines du mur kystique
[27]. Une autre protéine, la nucleotide-sugar transporter 1 (TgNST-1)est également nécessaire a la glyco-
sylation des protéines du mur kystique [28]. La glycosylation de ces protéines du mur, telles que CST-1 ou
le T. gondii protéophosphoglycane 1 (TgPPG-1), est essentielle a la stabilité du mur kystique [27]. D’autres
glycoprotéines sont également présentes dans le mur kystique, telles que des protéines issues des gra-
nules denses (GRA-2, -3, -4) ou des protéines de la matrice du kyste (GRA-7, MAG-1) [29], de méme que la
protéine bradyzoite-secreted pseudokinase 1 (BPK-1), protéine essentielle a la croissance, la maintenance
et la stabilité du kyste [30]. Enfin, il a récemment été montré que le compartiment vacuolaire lysosomal
de T. gondii (TgVAC) est capable de protéolyse et est utile a la viabilité du kyste [31].

Au sein du kyste, les bradyzoites accumulent un glucide semblable a de 'amylopectine, dont il est
supposé qu'il serve de réserve de glucose lors de la transmission a un nouvel hote a la suite d’'une trans-
mission par prédation [32, 33]. Une kinase parasitaire, la Ca**-dependent protein kinase (TgCDPK-2) est
un élément clef de la régulation du métabolisme de 'amylopectine. En effet, la phosphorylation de I'amy-
lopectine par la TgCDPK-2 est nécessaire pour éviter une accumulation exacerbée de ce sucre qui préci-
piterait la mort des bradyzoites [34]. Ceci suggere que les niveaux d'amylopectine sont finement régulés
afin d’assurer 'homéostasie des bradyzoites [34, 35].

Il semble que la présence des kystes tissulaires ne génere quasiment aucune inflammation locale-
ment [36]. Il est possible que le parasite dérégule I'expression de différents genes par des mécanismes
épigénétiques consistant principalement en des dérégulations des histones, permettant ainsi de contro-
ler la réponse immunitaire a l'invasion cellulaire, tel que cela a déja été montré, notamment, pour le
cycle de la cellule hote [37, 38]. Notamment, le parasite est capable de limiter voire supprimer la réac-
tivité des cellules a la stimulation pas l'interféron gamma (IFN-y), par un mécanisme de remodelage de
la chromatine, mais également de déréguler I'expression de cytokines clefs dans la réponse immunitaire
a l'infection par T. gondii, telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) ou l'interleukine 10
(IL-10), afin d’évoluer dans un environnement inflammatoire lui étant favorable 39, 40, 41].

Néanmoins, il est probable que de nombreux mécanismes impliqués dans la tolérance immunitaire
des kystes tissulaires ne soient, a ce jour, pas encore dévoilés. En effet, longtemps considérés comme
une forme « dormante » du parasite en raison de 'absence de symptomes durant la phase chronique
de la toxoplasmose , il semble que les bradyzoites aient un métabolisme beaucoup plus actif que ce qui
était considéré jusque récemment [35]. Cependant, de récentes études ont montré que le bradyzoite est

bien une forme active [35]. Pour commencer, comme évoqué plus haut, les bradyzoites se multiplient au
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sein des kystes. De plus, il semble que la densité de parasites au sein d'un kyste évolue, la densité se fai-
sant de plus en plus faible avec 'augmentation du volume du kyste, suggérant I'expression d’'une matrice
extracellulaire au sein du kyste par les parasites [42]. Par ailleurs, il a été montré au niveau transcrip-
tomique, que les bradyzoites expriment vivement les génes liés a la conduite du cycle cellulaire [43]. Il
a également été suggéré que la modification d'expression de genes de 'hote dans les tissus chronique-
ment infectés, notamment des génes liés au systéeme immunitaire, était liée a des interactions entre les
cellules de I'hote et le bradyzoite. Ainsi, de nombreuses études ont cherché a montrer une modification
des processus physiologiques de I'hdte consécutifs a une infection chronique par T. gondii, notamment
au niveau du systeme nerveux central et de futurs travaux devraient permettre de mettre au jour les
mécanismes par lesquels ces formes parasitaires limitent la réponse immunitaire a leur encontre.
Nous avons écrit un article faisant la revue des études ayant étudié les modifications comportemen-
tales de rongeurs chroniquement infectés par 7. gondii dont le premier auteur est également l'auteur de

la présente these, actuellement en cours d’évaluation pour publication (annexe A).

Le cycle sexué chez les félins

Le terme de « stades entérocytaires » de 1. gondii désigne les stades issus de I'infection par I'hote dé-
finitif, un félin, suite a I'ingestion d'une forme infectieuse du parasite, un tachyzoite, un bradyzoite ou un
sporozoite [6]. Dans la majorité des cas, il s’agit de bradyzoites, ingérés via la consommation d’'une proie
portant des kystes. Ces kystes sont dissous dans le tube digestif du félin, libérant les bradyzoites qui in-
fecteront les cellules épithéliales digestives tout en proliférant. Cinq stades parasitaires (désignés par les
lettres A a E) sont alors décrits entre cette étape et la gamétogonie (fig. 1.6) [6]. Ces formes libérent des
mérozoites dont dériveront le microgamonte (male) et le macrogamonte (femelle). Tandis que le macro-
gamonte ne possede qu'un seul macrogamete, le microgamonte peut contenir jusqu’a 21 microgametes
[6]. Les microgameétes ont une forme allongée et sont pourvu d’un flagelle leur permettant de se déplacer
pour pénétrer et fertiliser un macrogamete mature, ceci aboutissant a la formation d'un zygote. Autour
de ce zygote se formera un mur, 'ensemble constituant alors I'oocyste non embryonné qui sera relar-
gué dans la lumiere intestinale apres rupture de la membrane cellulaire de la cellule entéro-épithéliale
hote (fig. 1.6). En effet, I'ensemble des étapes pré-citées se déroulent dans ces cellules. Une fois dans la
lumiére intestinale, l'oocyste sera dispersé dans 'environnement par l'intermédiaire des féeces de I'hote
définitif. Entre I'infection de 'hote définitif et la dispersion d’'oocystes dans I'environnement, s'’écoulent
entre 3 et 18 jours, dépendant de la forme infectante initiale [6]. De plus, il semble que les kystes tissu-
laires soient la forme parasitaire aboutissant le plus régulierement (dans 100% des cas) a une dispersion
d’oocyste par I'hote définitif apres ingestion, contre 30% dans le cas d’'infection par des tachyzoites ou

des oocystes [6].
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Sexual cycle of Toxoplasma gondii

F1G. 1.6 : Cycle sexuel de T. gondii (Moura et al, 2009)

L'oocyste non sporulé possede une forme globalement sphérique, mesurant 10 a 12 ym de diametre.
Une fois libéré dans I'environnement, 'oocyste va sporuler. Ceci consiste en une division du zygote, for-
mant alors deux sporoblastes qui se développent en sporocystes [6]. A l'intérieur de ces sporocystes se
développent alors les sporozoites, au nombre de quatre par sporocyste (fig. 1.7). Les sporozoites sont
morphologiquement trés similaires aux tachyzoites, a la différence qu'ils possedent des micronemes,
des rhoptries et des granulations d’amylopectine en grande abondance. L'oocyste sporulé, quant a lui,
prend une forme globalement ellipsoide et est 1égérement plus grand l'oocyste non sporulé, mesurant
de11a13 um [6]. Cette derniere forme possede un grand pouvoir de résistance dans I'environnement et
sera responsable de I'infection des hotes intermédiaires ou hotes accidentels, perpétuant ainsi le cycle

décrit plus haut.
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F1G. 1.7 : Oocystes de T. gondii. (A) Oocyste non sporulé. (B) Oocyste sporulé avec deux sporocysts, I'un

contenant quatre sporozoites (fleches). (C) Oocyst sporulé. (Dubey, 1998)
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1.2 La toxoplasmose oculaire

La physiopathologie de la toxoplasmose oculaire demeure, malgré son indiscutable importance cli-
nique et épidémiologique, extrémement mal comprise, ceci étant dii a plusieurs facteurs. Premiérement,
la physiologie du parasite est complexe, faisant intervenir les nombreux stades décrits précédemment.
La variété génétique et phénotypique de T. gondii complique encore I'équation, les résultats de telle ou
telle expérience réalisée avec telle ou telle souche parasitaire n'étant pas forcément extrapolable a I'en-
semble des souches parasitaires. Les différences de role dans la pathogénie de certaines protéines de
rhoptries, telle ROP-16, entre différentes souches, est a cet égard édifiante. Enfin, I'ceil est un organe dit
immunoprivilégié, c’est-a-dire qu'il bénéficie d'un environnement inflammatoire visant globalement a
limiter les dommages tissulaires liés a un exces d’'inflammation réactionnelle a une agression. Nous al-
lons, dans les paragraphes suivants, rappeler I'importance clinique et épidémiologique de la toxoplas-
mose oculaire avant de nous attacher a détailler la structure de I'ceil, et plus particuliérement de la rétine,
ainsi que I'immunité spécifique de I'ceil avant de décrire ce qui est connu de la physiopathologie de la

toxoplasmose oculaire.

1.21 Considérations cliniques
Présentation clinique

Le diagnostic de TO est, de nos jours, avant tout clinique, particulierement lorsqu'’il s’agit d’'un ta-
bleau typique. L'aspect clinique caractéristique est représenté par une rétinochoroidite, visible au fond
d'ceil sous forme de foyers blanchatres lorsqu'ils sont actifs, parfois associés a des foyers cicatriciels pig-
mentés a distance ou satellites (fig. 1.8) [44]. Chez les personnes immunocompétentes, le tableau cli-
nique typique est caractérisé par une période d'inflammation intraoculaire active puis une résolution
spontanée centripéte de I'inflammation en environ 2 mois, selon la taille de lalésion initiale. Lorsque des
vaisseaux rétiniens sont présents a proximité du foyer, une vascularite par contiguité est fréquente. Ces
lésions rétiniennes sont souvent accompagnées d’'une uvéite antérieure qui est alors granulomateuse,
hypertensive et fréquemment bilatérale. Les signes fonctionnels dépendent de la localisation du foyer
et de I'importance de I'inflammation. La TO est généralement asymptomatique, en particulier lorsque
les Iésions rétiniennes sont périphériques, mais peuvent s'accompagner de symptomes allant du simple
flou visuel ou de myodésopsies, a une baisse d’acuité visuelle importante en cas d’atteinte maculaire
[45, 46].

Cependant, dans de nombreux cas, les 1ésions rétinochoroidiennes observées au fond d’'ceil ne sont

pas typiques et peuvent étre confondues avec des 1ésions dues a d’autres micro-organismes [47]. En effet
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F1G. 1.8 : Fond d'ceil montrant un foyer actif (fleche jaune) survenant en périphérie d'une cicatrice (fleche

noire)

la TO peut également se manifester sous forme d’'une vascularite isolée, d'une papillite, d'une rétinite
ponctuée interne ou encore d'une occlusion artérielle rétinienne [48, 49, 50]. Par ailleurs ces lésions
rétiniennes peuvent étre absentes et 'inflammation peut siéger uniquement dans la chambre antérieure.
Dans ces cas, la question du diagnostic différentiel se pose car ni la clinique, ni les examens du fond d’ceil
ne permettent de poser un diagnostic formel, et I'apport de la biologie devient alors indispensable.

Les complications de la TO sont principalement représentées par le décollement de rétine, la mem-
brane épi-rétinienne ou la vascularite. Néanmoins, d’autres types de complications, moins fréquentes,
peuvent exister, telles que la neurorétinite, la néovascularisation choroidale et rétinienne, la cataracte, la
névrite rétrobulbaire, 'hypertension intra-oculaire, le glaucome, le strabisme, etc. Ces différentes com-
plications peuvent entrainer une atteinte fonctionnelle importante, pouvant aller jusqu’a la cécité de

l'ceil atteint [46].

Diagnostic

Le diagnostic de la TO a fait l'objet d'une publication en 2019 dans The British Journal of Ophthal-
mology, dont le premier auteur est également l'auteur de la présente these [51] (annexe B). Une étude
rétrospective du diagnostic de TO sur g années au CHU de Strasbourg a également été rédigée par l'au-

teur de cette these et publiée en 2019 dans le journal mSphere [52] (annexe C).

Traitement

Il est fréquent, en particulier lorsque la rétinochoroidite est détectée a 'examen clinique, qu'un trai-
tement d’'épreuve soit débuté sans confirmation préalable du diagnostic [47, 53]. Cela a été montré dans
une étude brésilienne récente, évaluant la propension des ophtalmologistes a introduire des traitements

antiparasitaires en cas de suspicion de TO. Des troubles visuels graves, une inflammation sévere et une



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 28

toxoplasmose acquise (et non congénitale) étaient, dans cette étude, associés a une prescription pro-
babiliste d’antiparasitaires [53]. Cela pourrait sexpliquer par la nécessité de ponctionner de I'humeur
aqueuse (HA) pour réaliser les analyses biologiques, dans une salle dédiée et avec du matériel dédié. Le
manque de connaissances des ophtalmologistes sur les méthodes biologiques disponibles pour ce diag-
nostic pourrait étre une autre explication. Cependant, les complications de la TO (décollement de la
rétine, membrane épirétinienne, vascularite) pouvant étre responsables d’'une déficience fonctionnelle
grave, allant jusqu’a la perte de la vision d'un ceil, peuvent justifier le recours obligatoire et immédiat a
des traitements antiparasitaires et anti-inflammatoires.

Ces traitements consistent en diverses combinaisons de pyriméthamine, sulfadiazine, azithromy-
cine, spiramycine, clindamycine et corticostéroides, administrés par voie orale, par lavage oculaire ou
par injections intravitréennes. Ils ne permettent cependant pas d’éliminer les kystes de T. gondii et pré-
sentent de nombreux effets secondaires [46, 54]. La combinaison de pyriméthamine, de sulfadiazine et
d’acide folinique, pendant 4 a 6 semaines, est I'association médicamenteuse la plus typique [55]. Enl'oc-
currence, la pyriméthamine et la sulfadiazine peuvent avoir des effets secondaires graves, notamment en
raison de leur action inhibitrice de la voie de synthese de l'acide folique, potentiellement responsables
d’aplasie médullaire. Afin d’éviter de telles complications, I'acide folinique est généralement prescrit en
méme temps que les médicaments antiparasitaires.

L'utilisation de corticostéroides systémiques est courante, bien que controversée [56]. En effet, on
pense que les corticostéroides peuvent limiter les lésions des tissus oculaires en limitant 'inflammation
associée a l'infection, mais potentiellement également au relargage massif d’antigenes consécutif a la
lyse des parasites lors du traitement. Les indications de base pour 'utilisation de corticostéroides com-
prennent une inflammation sévere du corps vitré, une baisse de l'acuité visuelle, des 1ésions a proximité
de la fovéa ou du disque optique et une grande taille de la 1ésion active [57]. Cependant, les cortico-
stéroides favorisent probablement la prolifération de T. gondii ou toute autre prolifération de micro-

organismes, exposant les patients a un risque accru d'infections bactériennes ou virales ultérieures.

Epidémiologie

La toxoplasmose oculaire est considérée comme la premiere cause mondiale d'uvéite postérieure ou
elle représente entre 30 et 50% des uvéites postérieures chez les personnes immunocompétentes [36].
Pourtant, en dépit d'une séroprévalence élevée, on estime que la TO se limite a environ 2% des patients
infectés par T. gondii en Europe et en Amérique du Nord [58, 59, 60, 61, 62, 63]. Cependant, en Amérique
du Sud, ces chiffres peuvent étre beaucoup plus élevés, comme dans cette région du Brésil ou elle est
évaluée a 17,7%, ou en Colombie ou elle atteint 6% [64, 65, 66, 67]. Ainsi, les disparités sont grandes et

de nombreuses zones dombre subsistent, dans les pays asiatiques et africains particulierement. En effet,
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il n'existe pas dans tous les pays de protocole de surveillance de la TO, les données étant alors recueillies
de fagon peu précise et sur de petits effectifs. En France, la prévalence de la TO n'est pas évaluée de
maniere précise, mais on peut estimer a 1 000 ooo le nombre de patients porteurs d'une TO active ou
cicatricielle [68].

Les atteintes oculaires toxoplasmiques peuvent étre observées au décours d'une infection d’origine
congénitale ou acquise, l'infection congénitale ayant longtemps été considérée comme seule respon-
sable de la TO. Nous savons aujourd’hui que la TO est le plus souvent secondaire a une infection acquise,
que ce soit chez le sujet sain ou le patient immunodéprimé [69, 70, 68]. Elle représente la cause infec-
tieuse la plus fréquente d’uvéite postérieure chez 'immunocompétent (18 a 49% des cas) [46]. La toxo-
plasmose congénitale touche environ 3,08 enfants pour 10 ooo naissances, valeurs estimées en 2015 en
France. Lors de cette méme année, 246 cas de toxoplasmose congénitale ont été observés parmilesquels
85% étaient asymptomatiques avec 64% des cas diagnostiqués a la naissance et 3% de rétinochoroidite
[71]. Cela représente environ 600 a 700 enfants chaque année en France, dont 175 a 300 développeront
des séquelles sous forme d’'une rétinochoroidite, le plus souvent avant I'age de 2 ans, mais parfois de nom-
breuses années plus tard [57, 71]. Linfection en Europe semble étre liée aux souches décrites comme
peu virulentes, de type II. La séroconversion durant la grossesse est estimée a 1,9/1 000, le taux global
de transmission materno-feetale étant de I'ordre de 29% [71]. Le risque de transmission materno-feetale
augmente a I'approche du terme de la grossesse, alors qu'a I'inverse, la gravité des atteintes foetales di-
minue [72]. Dans les cas de contamination précoce, peu fréquents, I'atteinte oculaire touche 90% des
foetus principalement sous la forme d’'une rétinochoroidite [55, 73]. Lorsque la contamination est plus
tardive (apres le quatrieme mois de grossesse), des atteintes modérées du systéme nerveux central sont
encore possibles. Cependant dans 75% des cas, les manifestations sont latentes : 'enfant est indemne
de lésions cliniques a la naissance, malgré une infection biologiquement prouvée. Les manifestations
cliniques se traduiront en général par des lésions oculaires tardives et/ou des manifestations neurolo-
giques (difficultés d’apprentissage, troubles du tonus) [55, 73]

La toxoplasmose acquise, quant a elle, est dans pres de 80% des cas pauci -ou asymptomatique, seuls
quelques ganglions cervicaux étant parfois perceptibles pendant une semaine environ. Dans moins de
20% des cas, lamaladie prend une forme dite subaigué, associant des adénopathies, une fébricule ou une
asthénie prolongée [55, 63]. Dans de tres rares cas, I'infection aigué peut donner lieu a des manifestation
séveres, telles que dans le cas de ce jeune homme immunocompétent ayant développé un syndrome de
Brown-Séquard au décours d'une primo-infection, que nous avons publié récemment (annexe D) [74].
Au cours d’une infection acquise, les manifestations oculaires peuvent étre concomitantes a l'infection
ou différées, entre 2 mois et 5 ans apres la primo-infection. Les manifestations ophtalmologiques se

font majoritairement sous forme de rétinochoroidite |70, 75, 68]. Elles touchent indépendamment les
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deux sexes et causent le plus souvent des lésions unilatérales [44, 76, 77]. Les premiéres lésions oculaires
surviendraient entre 2 mois et 5 ans apres la contamination [63]. La TO peut également toucher les
personnes agées et se manifeste par un tableau clinique souvent atypique [48, 78].

Chez les patients immunodéprimés, la toxoplasmose peut prendre une forme aigué, acquise ou se-
condaire a une réactivation, caractérisée par des localisations multiviscérales séveres et potentiellement
mortelles dans un contexte fébrile. Des localisations oculaires sous forme de rétinochoroitide sont re-
trouvées dans la plupart des cas [55]. 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 cho-
roide [79, 80, 81]. La prévalence de la TO dans cette population a risque n'est pas connue et la plupart des
données proviennent de cas rapportés. Concernant les patients atteints du VIH, il semble qu'’ils soient
globalement 1% a étre atteints de rétinochoroitide toxoplasmique, sauf dans certaines régions comme a
Recife ou Sdo Paulo ou les taux s'élévent a 5,7% et 4,4% respectivement [79]. Dans le cadre de cette in-
fection, un nombre de CD4+ inférieur a 200/pL rend un patient fortement susceptible aux réactivations

[82‘1 79! 8Oy 83]

1.2.2 Anatomie de l'ceil et de la rétine
Anatomie générale de I'ceil

L'ceil humain est'organe de la vision chez’humain. Il permet de capterlalumiére et de 'analyser afin
de construire une image, permettant a ’humain d’interagir avec son environnement. L'ceil est composé

de nombreuses structures anatomiques utiles a sa fonction (fig. 1.9), divisées en trois tuniques [84] :

* La tunique externe ou fibreuse, composée de collagene et formée de la sclérotique opaque en
arriére (le blanc de I'ceil) et de la cornée transparente en avant. Cette membrane fibreuse et résis-
tante entoure l'ceil et assure sa protection. La sclérotique permet de contenir la pression interne
de l'ceil et de le protéger contre des agressions mécaniques. Elle est traversée en arriére, apres
la lame criblée, par le nerf optique et dans sa globalité par un grand nombre de petites arteres,
veines et nerfs. La cornée constitue la lentille principale du systéme optique oculaire. Elle pos-
séde deux propriétés essentielles : la transparence et une forme sphérique. La cornée qui est un
épithélium pluristratifié composé de cinq couches de cellules est trés innervée et avasculaire. Elle
contient 78% d’eau et est nourrie en continu par I'HA et les glandes lacrymales. La frontiére entre

la sclérotique et la cornée s’appelle le limbe ;

- La tunique uvéale ou uvée est composée de l'iris, du corps ciliaire et de la choroide. Liris est une

membrane circulaire et contractile qui donne sa couleur a I'eeil grace au pigment (mélanine) en
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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
l'ceil » est régie grace a deux muscles : le dilatateur et le sphincter. L'iris se regle automatiquement
suivant la quantité de lumiére recue. La nutrition de l'iris est assurée par I'HA et quelques arté-
rioles. Le corps ciliaire est représenté par un épaississement de 'uvée situé en couronne derriere
l'iris. Il contient un réseau de muscles qui maintiennent le cristallin et qui permettent de modi-
fier sa courbure afin de rendre la vision nette. Le corps ciliaire sécrete 'HA. La choroide est une
membrane vascularisée qui assure la nutrition de la rétine et de l'iris en apportant l'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 chorioca-
pillaires et la rétine externe. La choroide, membrane nourriciere de I'ceil, possede 4 a 5 couches
pigmentées (dues aux mélanocytes) qui maintiennent l'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 l'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 (fig. 1.10). La macula ou « tache 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 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 macu-
laires (lutéine et zéaxanthine). La papille optique, ou « point aveugle » car dépourvue de cellules
photoréceptrices, correspond au regroupement des fibres nerveuses issues des cellules ganglion-
naires qui formeront ensuite le nerf optique. Au niveau de la papille arrive également le réseau

artériel et veineux de la rétine.
Ces trois tuniques renferment des milieux transparents indispensables a la vision :

* Lhumeur aqueuse est située entre la face postérieure de la cornée en avant et le cristallin en ar-
riere. Ce liquide transparent est continuellement renouvelé et est sécrété par les corps ciliaires.
L'HA a pour roles de nourrir 'endothélium cornéen et l'iris, de réparer le stroma, de réguler la
pression intraoculaire et de maintenir la forme de l'ceil. LHA passe de la chambre postérieure
(entre l'iris et le cristallin) a la chambre antérieure de I'ceil (entre la cornée et I'iris) a travers la pu-

pille. Dans la chambre antérieure, elle est éliminée au niveau du trabéculum (dans l'angle irido-
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cornéen) ou elle passe dans le canal de Schlemm. L'HA 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 in-
flammation des vaisseaux, ceci entraine un passage des protéines dans 'HA di a la rupture de la

barriére hémato-aqueuse.

- Le cristallin est une lentille biconvexe, transparente et flexible qui sépare l'iris du vitré. Il est at-
taché 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. C'est cette propriété du cristallin qu'on appelle « accommodation ». Lopacification du cris-
tallin définit une cataracte. Chez les rongeurs, le cristallin occupe une grande partie du globe ocu-

laire.

- Le corps vitré ou hyalin, situé en arriére du cristallin, est avasculaire et remplit 90% de la cavité
oculaire. Cest 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 pré-
server la pression intraoculaire et d’absorber les pressions auxquelles il est soumis sans altérer la
fonction de I'ceil. Le corps vitré est constitué de fibres collagenes, d’acide hyaluronique et de glyco-
saminoglycanes (chondroitine sulfate et héparane sulfate). Les fibroblastes et les hyalocytes sont
les deux populations cellulaires présentes au niveau du cortex vitréen. Les cellules hyalocytes syn-
thétisentle collagene et 'acide hyaluronique. Elles possédent également un pouvoir phagocytaire.

Le vitré est entouré d'une membrane hyaloide.

Enfin, deux systemes vasculaires différents, sans connexion anatomique en conditions physiolo-

giques, vascularisent la rétine :

- le systéme vasculaire rétinien assure la vascularisation directe des couches internes de la rétine.
L'artere 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 derniéres 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 larégion 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,

de cellules de Miiller et d’astrocytes et constituent la barriere hémato-rétinienne interne (BHRi) ;
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F1G. 1.11: La structure de la rétine humaine (d’apreés Purves et al., 2005)

- le systéme choroidien assure la vascularisation de la rétine externe, notamment les cellules pho-
toréceptrices exemptes de capillaires, en apportant des nutriments et de 'oxygéne de maniere
indirecte par l'intermédiaire de la membrane de Bruch. La choroide comporte trois types de vais-
seaux : les capillaires, les moyens et les gros vaisseaux. Les branches de l'artére ophtalmique as-
surent la vascularisation de la choroide et de la macula. Ce réseau capillaire joue un role fonda-
mental dans la vascularisation fovéolaire. Ces capillaires comportent de larges fenestrations ainsi
qu'une couche de cellules endothéliales sans jonctions serrées. Les yeux des rongeurs possédent
une vascularisation proche de celle de I'humain, avec un réseau rétinien doté d'une BHR et un

réseau choriocapillaire nourrissant la rétine externe via les cellules de 'épithélium pigmentaire.

La rétine

Larétine est 'organe fonctionnel de la vision, a proprement parler. Il s'agit d'un tissu composé de plu-

sieurs types cellulaires hautement organisés en 10 couches (fig. 1.11). Les différentes couches rétiniennes

sont les suivantes, de I'intérieur (1a ou arrive le faisceau lumineux) vers 'extérieur :

- La membrane limitante interne : elle forme la limite entre la rétine et le corps vitré et est consti-

tuée d’astrocytes et des pieds des cellules de Miiller, reposant sur une lame basale ;

- La couche des fibres optiques : elle est formée par I'expansion des fibres du nerf optique. Elle
est plus épaisse a proximité de la papille, ou les fibres se rejoignent pour former le nerf, quen

périphérie;
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- La couche des cellules ganglionnaires : comme son nom l'indique, elle est constituée des cellules
ganglionnaires rétiniennes, un type de neurone recevant des informations des photorécépteurs

par l'intermédiaire de cellules amacrines et de cellules bipolaires;

- La couche plexiforme interne : elle est constituée de synapses entre les axones des cellules bipo-

laires et les dendrites des cellules ganglionnaires et des cellules amacrines;

- La couche nucléaire interne : elle est constituée des noyaux et des corps cellulaires des cellules

amacrines, des cellules bipolaires et des cellules horizontales;

- La couche plexiforme externe : elle est constituée de synapses entre les dendrites des cellules

horizontales et des cellules bipolaires avec la terminaison synaptique des photorécepteurs ;

- La couche nucléaire externe : elle est constituée des noyaux et des corps cellulaires des photoré-

cepteurs (cOnes et batonnets) ;

- La membrane limitante externe : il s'agit de la membrane séparant les corps cellulaires des pho-

torécepteurs de leur portion externe ;

- La couche des segments externes des photorécepteurs : comme son nom l'indique, elle est com-

posée des segments externes des photorécepteurs;

- L'épithélium rétinien pigmentaire : il s'agit d'une couche monocellulaire de cellules cuboides
pigmentées, les cellules de I'épithélium rétinien pigmentaire (cellules RPE) reposant sur une mem-

brane basale, la membrane de Bruch.

Au sein de la rétine se trouvent huit types cellulaires distincts, s'ajoutant aux cellules du RPE. Ces

cellules sont subdivisées en deux types, les cellules neuronales, et les cellules gliales.

Les cellules neuronales sont représentées par :

- Les photorécepteurs : ils se divisent chez les vertébrés en deux catégories distinctes : les baton-
nets et les cones. Chez les mammiferes, il existe un seul type de batonnet (rhodopsine) et trois
types de cones spécifiques (opsines verte : M, rouge : L et bleue : S). Ce sont ces molécules qui
servent de marqueur des photorécepteurs. Ces cellules sont les seuls neurones capables de pho-

totransduction, c'est-a-dire de transformer I'énergie lumineuse en énergie.

- 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 » [84]. Les cellules horizontales ajustent la vision
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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 cellules bipolaires : 'origine de leur nom provient de leur articulation entre les cellules pho-
toréceptrices 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 ner-
veux 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 [84].

- 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 l'activation séquentielle des neurones et la détection du mouvement. Leur fonction

consiste aussi a réguler 'action des cellules ganglionnaires [84].

- Les cellules ganglionnaires sont des neurones qui collectent I'information visuelle qui a traversé
toute la rétine afin de la transmettre au systéme nerveux central (SNC). 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 arriére du vitré et de la

limitante interne [84].
Les cellules gliales sont représentées par :

- Les cellules de Miiller sont les principales cellules gliales de I'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 réti-
niens dont les noyaux des photorécepteurs puis I'extrémité interne des pieds des cellules de Miil-
ler sont posés sur la limitante interne. Elles mesurent environ 100 um. Leur corps cellulaire est
localisé dans la couche nucléaire interne. Leurs fonctions consistent a maintenir I'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 role dans la régulation du flux sanguin et de maintenir la barriére
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hémato-rétinienne interne. Elles régulent également 'homéostasie et protegent les neurones des

changements déléteres de leur environnement [84].

- Les astrocytes sont composés de filaments intermédiaires, principalement la protéine gliale acide
fibrillaire (GFAP), mais aussi la vimentine et la nestine. Les astrocytes sont de deux types : cer-
tains, 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, contribuant a I'intégrité de la BHRI. Ils sont
donc situés sous la limitante interne autour des vaisseaux et la plus grande majorité d’eux est ob-
servée le long des faisceaux des fibres optiques ainsi qu'autour du nerf optique. Ils participent au
maintien de la BHRI 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 extracel-
lulaire et produisent du NO, ainsi que de nombreuses cytokines en réponse de stimuli inflamma-

toires [85].

Les cellules microgliales rétiniennes ont probablement la méme origine que les cellules micro-
gliales cérébrales, c'est-a-dire dérivant de cellules de la vésicule vitelline [86, 87]. Elles ont une durée de
vie qui est longue et sont capables de se renouveler. Elles ont donc une origine distincte des cellules
gliales [88]. Les précurseurs de la microglie, qui ne possédent pas les marqueurs spécifiques des macro-
phages, se différencient en microglie parenchymateuse ramifiée dans la rétine adulte et sont caractérisés
par un phénotype CDub faible, CD4s5 faible. La 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 [89, 9o]. Ils apparaissent autour des vaisseaux
sanguins dans la rétine adulte et ressemblent a des macrophages ou a des cellules de la série des pha-
gocytes mononucléés [go]. La microglie est distribuée en condition physiologique dans I'ensemble de
la rétine (couches plexiforme interne et externe, nucléaire externe, ganglionnaire et celle des fibres ner-
veuses) [84]. La microglie joue un role important dans la défense de I'hdte contre I'invasion de micro-
organismes, I'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. Leurs fonctions sont donc tres proches de celles de macrophages. Il semble néanmoins que
ces cellules n'expriment pas le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II et qu'elles ont
des capacités extrémement limitées de présentation d’antigene [88]. Des données récentes ont montré
que les cellules microgliales n'étaient pas phénotypiquement homogenes, constituant probablement des

populations de sous-types cellulaires distinct. Cependant, ceci n'a pas été étudié dans la rétine [88].
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FIG. 112 : Structure des barrieres hémato-rétiniennes (Spadoni et al., 2017)

Les barriéres hémato-rétiniennes

La barriere hémato-rétinienne est en réalité composée de deux barrieres distinctes, tant par leurs
fonctions que par leurs compositions et localisations. Ainsi, on distingue la barriere hémato-rétinienne
interne (BHRi) et la barriere hémato-rétinienne externe (BHRe) (fig. 1.12).

Le RPE constitue la BHRe formée de la monocouche de cellules du RPE (RPEC) liées entre elles par
des jonctions serrées (TJ). Elles possédent plusieurs fonctions : celles d’écran, d’échange, de métabo-
lisme de la vitamine A et de phagocytose des articles externes des photorécepteurs [91]. Cette barriere
mécanique est le siege de nombreuses activités métaboliques. En particulier, les RPEC synthétisent et
stockent de nombreux facteurs destinés a protéger la rétine, telles que des cytokines immunorégula-
trices, qui seront évoquées dans le chapitre portant sur 'immunoprivilége de I'ceil. Elles contiennent
également des pigments, la lipofuchsine et la mélanine, dont la fonction est d’'absorber I'excés de pho-
tons. Les RPEC interagissent avec les photorécepteurs et sont impliquées dans le cycle visuel de la rétine.

Grace aux jonctions serrées présentes sur leurs faces latérales, les RPEC empéchent le passage passif des
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macromolécules entre la choroide et les photorécepteurs. Elle est cependant permissive par le biais de
transports trans-cellulaires [92]. Les RPEC permettent notamment le transport de nutriments, tels que
le glucose, le lactose, le retinol, des acides gras et des composants majeurs des photorécepteurs, et de
métabolites, entre la choroide et les photorécepteurs [91, 92].

La BHRI est située, quant a elle, dans les couches internes de la rétine, au contact du corps vitré. A
la différence de la BHRe, il s’agit d'une « vraie » barriére endothéliale, dans le sens ou elle est composée
d’'un endothélium non fenétré entouré d’astrocytes, de cellules de Miiller et de péricytes, formant 'unité
neurovasculaire rétinienne [92]. Des modéles animaux transgéniques ont permis de montrer que ces
différents types cellulaires étaient tous essentiels a 'établissement des propriétés de la BHRi qui, chez
les mammiferes non-primates, ne survient qu'environ dix jours apres la naissance bien que les différents
acteurs soient en place immédiatement apres celle-ci [93, 94].

Cette barriére « bi-compartimentale » participe activement a I'établissement du privilége immuni-
taire de I'ceil, qui sera détaillé plus loin, en créant un environnement immunosuppressif inhibant l'ac-
tivation lymphocytaire. Notamment, la BHRe exprime du transforming growth factor beta (TGF-8), du
cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA4), de la thrombospondine 1, du Programmed cell death ligand 1
(PD-L1), de la galectine 1, et des molécules provoquant I'apoptose, telles que le ligand CDg5 (FAS ligand)
etle TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) [95, 96, 97, 98]. Le RPE sécrete également des média-
teurs immunomodulateurs afin de créer un environnement limitant la réponse immunitaire et inflam-
matoire au sein de l'organe, telles que le macrophage migration inhibitory factor (MIF), I'lL-10, 'acide
rétinoique, et des peptides immunosuppressifs comme I'a-melanocyte-stimulating hormone («-MSH), le

peptide vasoactif intestinal (VIP) et les protéines régulatrices du complément [99, 100, 101].

1.2.3 Histoire naturelle de la toxoplasmose oculaire, physiopathologie

La toxoplasmose oculaire résulte de I'infection, par voie systémique, d'un individu humain, par le
parasite T. gondii. Cette infection peut se faire in utero, par la circulation foeto-maternelle suite a une
primo-infection maternelle, I'infection étant alors congénitale et la transmission verticale [45]. Elle peut
également avoir lieu apres la naissance, suite, le plus souvent, a I'ingestion de nourriture ou d’eau conta-
minés par des oocystes, bien que d’exceptionnels cas d’'infection par voie transfusionnelle aient été dé-
crits. Il semble que les cas de TO consécutive a une infection postérieure a la naissance soient les plus
fréquents [69, 70].

La TO résultant de l'infection des tissus oculaires faisant suite a cette infection systémique et de
I'évolution de cette infection au cours de la vie de I'hdte, nous verrons dans les chapitres suivants les

différentes étapes clés participant a la pathogénie de cette infection : I'invasion parasitaire, la persistance



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 40

du parasite au sein du tissu oculaire sous la forme de bradyzoites enkystés et les récurrences infectieuses.
Nous évoquerons également les facteurs génétiques, tant de 'hote que du parasite, influencant le cours

de cette infection.

Le voyage du parasite, de I'ingestion a I'ceil

Comme indiqué précédemment, l'infection se fait dans 'immense majorité des cas soit par voie
transplacentaire lors de la vie intra-utérine, soit par voie digestive, apres la naissance. Ainsi, la premiére
étape pour le parasite consiste a traverser une barriere physiologique, qu'elle soit foeto-maternelle ou di-
gestive. La facon dont le parasite envahit ses organes cibles, dont I'ceil, aprés avoir traversé ces barriéres
reste tres largement débattu.

Dans le cas d'une infection par voie digestive, acquise, les sporozoites sont contenus dans un oo-
cyste. Celui-ci se rompra sous l'action conjuguée de plusieurs facteurs que sont le pH, les trypsines, les
sels biliaires, ainsi que d’autres facteurs présents dans le tube digestif des mammiferes [102]. Une fois
libérés de leur oocyste, les sporozoites matures vont prendre contact avec 'épithélium digestif, adhé-
rent aux cellules le composant avant d’y pénétrer en formant une VP par I'intermédiaire de la formation
d’'une jonction mobile [103, 104]. Cette jonction mobile est, comme évoqué antérieurement, rendue pos-
sible par l'inclusion dans la membrane de la cellule hote et la présentation par le parasite de protéines
de rhoptries, telles que les rhoptry neck protein (RON) 8, RON-2 ou I'apical membrane antigen 1 (AMA-1)
[105, 106, 107]. Les parasites se transformeront alors en tachyzoites a multiplication rapide au sein de
ces cellules avant d’atteindre la circulation. Ce phénomene est la cause d'une réponse inflammatoire
digestive dans des modeles murins, résultant en le recrutement de polynucléaires neutrophiles (PNN),
de monocytes et de cellules dendritiques (DC) [108, 109, 110]. De plus, le nombre de parasites augmente
dans les villosités intestinales au cours du temps, favorisant probablement la propagation de l'infection
de proche en proche par voie intraluminale [111]. Il a été montré que les tachyzoites s'accumulent a ni-
veau des jonctions serrées épithéliales, suggérant une éventuelle route de migration paracellulaire au
travers de cette barriere [112, 113]. Une étude réalisée in vivo ne montrait pas de quelconque perturbation
de l'intégrité de I'épithélium digestif consécutive a cette voie de passage [113]. Néanmoins, des études
in vitro réalisées sur cellules digestives intestinales de souris montraient que I'addition de bradyzoites
altérait la distribution des occludines [114]. Dans des modeles murins, les parasites sont détectés dans
différentes localisations digestives, telles que l'intestin gréle, les plaques de Peyer, les nceuds lympha-
tiques mésentériques et I'illéum [111, 115, 116].

Apres quelques jours d'infection, dans les études sur modéles murins, le parasite est retrouvé dans
les organes lymphoides secondaires dont la rate et les nceuds lymphatiques mésentériques, ceci se tra-

duisant cliniquement par 'apparition de lymphadénopathies [112]. L'une des théories expliquant la dis-
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sémination du parasite dans 'organisme est celle du « cheval de Troie », selon laquelle le parasite profi-
terait de la mobilité de cellules du systéme immunitaire en les envahissant [117, 118, 119]. En particulier,
le nombre de DC CD11c+ a été noté en augmentation dans la lamina propria, les plaques de Peyer et les
nceuds lymphatiques mésentériques apres une infection orale, T. gondii étant fortement associé a ces
cellules [115]. Cependant, d’autres types de DC pourraient étre impliquées [112]. Il a été montré qu'une
fois infectées, les DC adoptent un phénotype « hypermobile », plus encore lorsqu’elles étaient infectées
par des souches parasitaires de type II [120]. Limplication de la protéine de granule dense GRA5 est sus-
pectée de jouer un role dans ce changement de phénotype en modulant I'expression de CCR7 [121]. Par
ailleurs, il a été montré que ce changement de phénotype était en partie dépendant de la voie de I'acide
y-aminobutyrique (GABA) [122]. Par la suite, le contact entre les DC et les cellules NK ou les cellules T au
cours de différents types d’'interactions permettent au parasite d’envahir ces différents types cellulaires
facilitant ainsi leur dissémination dans tout 'organisme [112].

Tandis que le systéme décrit ci-dessus permet au parasite de se disséminer principalement par voie
lymphatique, il est tres probable que la circulation sanguine soit également un vecteur de dissémination
[112]. Ainsi, des tachyzoites peuvent étre détectés dans le sang de modeles murins ou d’humains infectés
de maniere aigué ou chronique, aussi bien sous forme libre qu’a I'intérieur de cellules [118, 115, 123]. Il a
cependant été montré que la majorité des parasites détectés dans le sang se trouvaient a I'intérieur de
monocytes qui sont les cellules les plus souvent infectées par T. gondii [123, 124]. Il semble que, comme
cela était le cas avec les DC, T. gondii ait la propriété de modifier le phénotype des monocytes qu'il in-
fecte. En effet, ces cellules ont la capacité de quitter les vaisseaux grace a des cascades de signalisations
multiples conduisant a leur margination puis leur diapédése, leur permettant de rejoindre les tissus,
sites de 'inflammation [125]. Il a ainsi été montré que les monocytes infectés roulent plus vite et plus
loin sur les parois vasculaires avant de s'arréter, cette modification phénotypique étant consécutive a
un défaut de regroupement de deux intégrines (LFA-4 et VLA-4) et d’extension de pseudopode, dans
des cellules monocytiques THP-1 [126]. Des résultats similaires ont été obtenus par l'infection in vitro
de monocytes humains primaires. Il a été montré que ces modifications impliquaient la protéine Mac-1,
ainsi que l'intégrine endothéliale intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) [127]. Les changements de
morphologie observés lorsque des monocytes sont infectés sont similaires a ceux observés sur les DC et
les macrophages [128, 129].

Des parasites sont également observés a l'extérieur des cellules dans le sang d’animaux infectés. Il est
probable que ces parasites soient issus de la lyse de cellules infectées par les parasites. En effet, le milieu
sanguin extracellulaire est extrémement hostile au parasite. Néanmoins, il a été montré que des tachy-
zoites soumis a un stress de cisaillement, comme celui auxquels ils seraient soumis dans la circulation

sanguine, leur permettait de traverser des endothéliums vasculaires par voie intracellulaire, notamment
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grace a une amélioration de leur mobilité [130]. Il est donc possible que des tachyzoites extracellulaires
soient capables d’envahir les tissus apres avoir été libérés de leur cellule hote dans la circulation vascu-
laire.

La dissémination de T. gondii a travers I'organisme de son hote conduit le parasite a infecter plu-
sieurs tissus, dont certains semblent étre privilégiés, tels que le placenta, le cerveau, les muscles, et bien
stir 'ceil [6]. La route empruntée par 'apicomplexe pour rejoindre I'ceil reste largement ignorée. Néan-
moins, quelques études in vitro ont permis d'identifier la capacité du parasite a infecter la rétine a la fois
sous forme libre, grace a sa capacité a traverser I'endothélium rétinien probablement via un mécanisme
impliquant ICAM-1 [131], mais également que les DC infectées par T. gondii présentaient une facilita-
tion de leur transmigration a travers ce méme endothélium, la aussi grace a des mécanismes impliquant
ICAM-1, mais également la vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) et 'activated leukocyte cell adhe-
sion molecule (ALCAM) [132]. Une fois dans la rétine, le parasite infecte les cellules présentes, sans qu'il
soit aisé d’'identifier un type cellulaire privilégié par 7. gondii. En effet, peu d’études explorant ce volet
de la physiopathologie de la TO ont été menées, et leurs résultats sont, au moins en partie, discordants
[133, 134]. Ainsi, il semble que dans un modele in vitro, le parasite soit capable de traverser plusieurs
« couches » de la rétine avant d'infecter une cellule, qui sera préférentiellement une cellule gliale [133],
tandis que dans un modeéle murin, le parasite infectera indifféremment des cellules gliales ou neuro-
nales [134]. Cette derniere étude, menée par Song et al.,, permettait également d’analyser la distribution
au sein de la rétine du parasite qui semble confiné aux couches les plus internes de la rétine, suggérant
que l'acces aux tissus oculaires par le parasite se ferait par la BHRi et 'endothélium vasculaire rétinien
plutot que par la choroide et la BHRe [134].

Afin d’étre complet concernantl'invasion parasitaire de I'ceil, il faut évoquer la situation de l'infection
congénitale. Dans ce cas, alors que la mére s'infecte tel que décrit précédemment, le placenta représente,
pour elle, un tissu cible, et pour le feetus, la porte d'entrée du parasite dans la circulation sanguine. Il a été
montré que le parasite infecte le syncitiotrophoblaste et le cytotrophoblaste sous-jacent, a l'origine des
colonnes villositaires [135]. Des études sur explants placentaires ont montré que le parasite infecte prin-
cipalement la couche trophoblastique extra-villositaire [136]. Il existe malheureusement peu d’études

concernant I'invasion des tissus foetaux a partir de cette porte d'entrée.

La persistance du parasite dans les tissus oculaires

Apres avoir envahit les tissus oculaires, le parasite y réside sous forme de bradyzoites enkystés. Il
semble que la transformation des tachyzoites en bradyzoites soit la conséquence du stress induit sur le
parasite par la réponse immunitaire a I'infection [137]. Certaines protéines de rhoptries, telles que les

protéines ROP-17, ROP-35 et ROP-38 semblent étre, au moins en partie, responsables de cette conver-
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sion de stade parasitaire [137]. Malheureusement, il n'existe aucune étude spécifique du mécanisme
d’enkystement du parasite dans les tissus oculaires, mais il est probable que les mécanismes cités an-
térieurement soient similaires quel que soit le tissu considéré. Ainsi, nous ne reviendrons pas dessus et

renvoyons le lecteur vers le chapitre « Le bradyzoite et le kyste tissulaire ».

Les récurrences de TO

L'une des caractéristiques de la TO réside dans l'existence de récurrences, correspondant au déve-
loppement de foyers inflammatoires actifs résultant en I'apparition, de récurrence en récurrence, de
nouveaux foyers cicatriciels pouvant provoquer, en fonction de leur nombre, leur étendue et leur lo-
calisation, des pertes de vision [36]. Il s'agit d'un phénomeéne courant, puisque, par exemple, 80% des
patients européens atteints de TO suivis pendant 5 ans présenteront au moins un épisode de récurrence,
le risque de survenue semblant le plus élevé au cours de la premiére année suivant la primo-infection
[138, 72, 139, 140, 58].

Les mécanismes provoquant les récurrences de TO sont mal compris. Bien que cela n'ait pas été
montré, il a été suggéré que les récurrences étaient la conséquence de la présence de tachyzoites is-
sus des kystes tissulaires [45]. Cependant, le développement de récurrences pourrait étre attribué a de
nombreux mécanismes, tels qu'une libération de parasites ou d’antigenes consécutive a la senescence
d’un kyste, un traumatisme, des fluctuations hormonales, une réponse immunitaire humorale ou cellu-
laire transitoire, une grossesse ou encore une chirurgie de la cataracte [141, 75, 142]. Il semble que des
lésions graves, progressives ou étendues soient favorisées par l'age, la grossesse et 'immunosuppression
[142, 82,143,144, 48, 59, 78,145]. Une étude récente identifiait également des caractéristiques cliniques et
biologiques prédictrices de la survenue de récurrences. Ainsi, le fait de développer un premier épisode
de récurrence dans un délai court suivant la primo-infection limite le risque de survenue de récurrences
subséquentes, et la présence d'une vascularite associée a la rétinochoroidite est un facteur de risque de
récurrence [146]. Par ailleurs, il était montré dans cette méme étude, que la présence d’'une plus grande
quantité d’anticorps anti-T. gondii dans les humeurs aqueuses des patients (quantité estimée ici par I'in-
tensité des bandes objectivées par western blot) était corrélée a une limitation du risque de dévelop-
pement de récurrences. Ce dernier élément, ainsi que les facteurs de risque associés aux terrains des
patients, évoqués plus haut, semble montrer I'importance de la réponse immunitaire a I'infection dans
la protection face a la survenue d’épisodes de récurrence, soit qu'elle limite la transformation de tachy-
zoites en bradyzoites et donc la formation de kystes aux stades initiaux de I'infection, ou qu'elle empéche
le développement de récurrences au stade d’infection chronique. Quoi qu'il en soit, ceci laisse a penser
que les récurrences sont effectivement causées par l'issue de parasites sous forme de tachyzoites issus

des kystes a la faveur d'une diminution transitoire de la pression immunitaire a 'encontre de 7. gondii.
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En revanche, les mécanismes spécifiques susceptibles de déclencher une récurrence n'ont pas encore
été identifiés.

Les difficultés inhérentes a I'étude d'un phénomene dont la survenue est, par essence, imprévisible,
font que les connaissances concernant les récurrences, considérées comme spécifiques de la TO, sont

particulierement lacunaires.

1.2.4 Limmunité de I'ceil : le privilege immunitaire

Le privilege immunitaire est un mécanisme physiologique visant, par lalimitation de 'inflammation
locale et donc des lésions pouvant en découler, a protéger l'intégrité et la fonction d'organes essentiels
a la vie. L'ceil est I'un des organes bénéficiant de ce privilege immunitaire [147]. Quand ce privilege est
compromis, il existe un risque de développement d’inflammation locale, qu'elle soit consécutive a une
réponse immunitaire a un agent extérieur ou d'origine auto-immune qui pourraient, notamment, contri-
buer aux maladies oculaires liées a I'age, telles que la dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA) ou
le glaucome [148].

La constatation que des tumeurs ou des allogreffes situées au niveau de I'ceil étaient bien acceptées
pour des durées prolongées, ont constitué les premieres observations du privilege immunitaire oculaire
[149, 150], tandis qu'un premier modele de privilege immunitaire, baptisé ACAID (anterior chamber-
associated immune deviation) était développé dans les années 1970 [151]. Bien que la majorité de la re-
cherche sur le sujet se soit porté sur le segment antérieur de I'ceil, le segment postérieur, incluant la

rétine, est lui aussi sujet a un privilege immunitaire. Ce privilege repose sur divers mécanismes.

Les barriéres mécaniques

Les premiers mécanismes sont passifs et concernent directement la BHR, qui limite, de fait, la dif-
fusion d’éléments sanguins dans l'ceil et interdisent le drainage lymphatique de l'ceil, le contenu de la
chambre antérieur étant directement drainé dans la circulation veineuse via le réseau trabéculaire. Les
réactions immunitaires sont donc en partie éliminées par l'exclusion des cellules immunitaires circu-
lantes ainsi que des facteurs susceptibles d'induire une réponse immunitaire, a 'exception des lympho-

cytes activés [152, 153].

Les mécanismes cellulaires

Il existe également des mécanismes cellulaires, impliquant divers types cellulaires, tant d’'origine
stromale que médullaire [148]. Ces dernieres sont représentées, dans I'ceil, par les cellules microgliales

que nous avons déja décrites précédemment, mais également par des macrophages circulants qui, bien
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que leur présence dans les tissus oculaires se fasse plus tardivement que celle des cellules microgliales,
présentent des fonctions similaires aux précédentes [148]. Ces cellules myéloides oculaires expriment a
la fois les ligands et les récepteurs des systemes CD200/CD200oR et PD-1/PD-L1 afin de prévenir I'activa-
tion de cellules myéloides systémiques [154, 155, 156, 157]. De plus, les macrophages présents dans l'ceil
peuvent prendre en charge un antigene et rejoindre la zone marginale de la rate par voie sanguine, afin
de présenter cet antigéne a des cellules T qui se différencieront en cellules T régulatrices [147, 158, 159].

Les RPEC, de par leur situation au sein de la BHRe, sont une premiére ligne de défense face aux
cellules tentant de pénétrer dans I'ceil. Elles sont donc dotées de nombreuses voies aboutissant a l'inhi-
bition de ces cellules inflammatoires activées [148, 160, 161]. Il a notamment été montré que les RPEC
transforment des cellules T activées en cellules régulatrices [98, 162,163, 164]. Les RPEC partagent égale-
ment des propriétés avec les cellules macrophagiques, telles que la phagocytose, la capacité a présenter
des antigénes, et la sécrétion de cytokines pro -ou anti-inflammatoires [165]. Notamment, et comme évo-
qué plus haut, elles expriment les molécules de mort cellulaire programmée dont le FAS ligand (FasL)
ou PD-L1 [98]. Ainsi, des cellules activées exprimant les récepteurs FAS ou PD-1 seront détournées vers
'apoptose lorsqu'elles entreront en contact avec les RPEC. Il a également été montré que le ligand PD-11
est exprimé par des neurones rétiniens de souris naives. Il est de ce fait envisageable que la voie de signa-
lisation PD-1/PD-L1 ait un rdle dans la protection de ces neurones en régulant la réponse inflammatoire
a leur contact [166]. De son coté, FasL est impliqué dans la régulation de 'angiogenése sous la rétine, li-
mitant un exces de néovascularisation pouvant étre délétere pour la vision [167]. Enfin, le ligand TRAIL
est également exprimé dans la rétine, notamment au niveau de la BHRe, et posséde lui aussi la capacité
d’induire la mort cellulaire.

D’autres mécanismes cellulaires entrent encore en jeu, tels que l'interaction B7-CTLA-4, qui inhibe
l'activation des cellules T, la présence de prostaglandine E2, sécrétée par les RPEC, ou encore la présence
de CTLA-2, une cystéine protéase inhibitrice de la L-cathepsine, exprimée uniquement par les RPEC qui
favorise l'activation de TGF- et des cellules T régulatrices [96, 98, 164].

Ces multiples systemes coexistent au sein de la rétine afin de limiter I'inflammation d’origine cellu-

laire et consécutive a 'éventuelle entrée de cellules activées dans les tissus du segment postérieur.

Les mécanismes humoraux

Le privilége immunitaire se fait également par des mécanismes humoraux, les fluides du pole pos-
térieur comprenant de nombreuses molécules immunosuppressives. On parle de micro-environnement
immunosuppresseur. Les différents facteurs impliqués permettent notamment d’éviter que les cellules
NK ne lysent leurs cibles [168], d'inhiber I'activation des polynucléaires neutrophiles par le FasL [169,

170], de supprimer la production d'oxyde nitrique par les macrophages [171] et de modifier l'activation
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du complément via l'activation de sa voie alterne [152].

Ces différentes fonctions sont portées par différentes molécules, au premier rang desquelles le TGF-
B2, déja évoqué, permettant de réguler la différenciation, la prolifération et la survie des lymphocytes
[172,173]. Cette molécule est probablement activée et stabilisée par la thrombospondine-1 (TSP-1), dont
le géne est constitutivement activé dans le RPE [148, 174].

L'a-MSH posséde également un role immunorégulateur important, notamment en induisant l'ex-
pression de TGF-, mais également en limitant celle d'interféron (IFN) gamma (IFNY) [175]. Il semblerait
également que 'a-MSH ait la capacité de transformer les cellules T en cellules T régulatrices [176]. Enfin,
I a-MSH a la capacité de limiter 'expression du toll like receptor 4 (TLR4) par les macrophages [177].

Le VIP agit également comme une puissante molécule anti-inflammatoire, par I'intermédiaire de
facteurs de transcription, tels que NF-xB, l'interferon regulatory factor-1 (IRF-1), la mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) et le cAMP response element (CRE). Ainsi, le VIP régule négativement I'expression
du TNF-a, de I'IL1, I'IL-6, I'IL-12 et 'TFNY, tandis qu'il régule positivement I'expression des cytokines anti-
inflammatoires IL-10, IL-1R et TGF-f [178, 179, 180, 181, 148].

L'acide rétinoique (vitamine A), que I'on retrouve dans les RPEC, ainsi que dans les couches situées
entre le RPE et les couches neuronales de la rétine, a également montré des fonctions immunorégula-
trices, recoupant celles du TGF-f3 [148, 182].

Finalement, le peptide lié au gene de la calcitonine (CGRP) possede un effet inhibiteur sur les ma-
crophages activés. Il est exprimé par les cellules neuronales de la rétine et ne cible pas les cellules T mais

influence l'activité des macrophages. Dans I'HA, il élimine la production de NO via les macrophages

[183].

1.2.5 Laréponse immunitaire a I'infection par T. gondii

Comme décrit plus haut, les tissus oculaires baignent dans un milieu aux propriétés anti-inflam-
matoires prononcées, permettant de limiter au maximum la survenue de 1ésions tissulaires induites par
une activation immunitaire, qu'elle soit d’origine extrinseque (infection, tumeur) ou intrinséque (auto-
immunité). Néanmoins, 'objectivation de lésions tissulaires de TO qui sont exacerbées chez des patients
immunodéprimés, par comparaison avec des sujets immunocompétents [184], laisse supposer que mal-
gré ce privilege immunitaire subsiste une réponse immunitaire efficace a I'infection par T. gondii dans
I'ceil. Cependant, peu d’études concernent spécifiquement la réponse immunitaire lors de la TO et des
extrapolations doivent étre faites a partir des mécanismes connus de la réponse immunitaire a l'infec-
tion toxoplasmique systémique et des résultats d'études visant a mesurer les concentrations de diverses

cytokines dans les humeurs aqueuses de patients atteints de TO.
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La réponse immunitaire dans le cas général de I'infection par T. gondii

Comme dans de nombreuses infections, la réponse immunitaire est déclenchée par la détection de
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) par des TLRs. Dans le cadre de la toxoplasmose, dans
un modele murin, la profiline et la flagelline, protéines parasitaires essentielles a sa mobilité, constituent
les PAMPs et sont mises au contact des TLR-11 et -12 qui forment des hétéro -ou des homodimeéres au sein
des endolysosomes de DC non infectées qui reconnaissent ces motifs [185,186]. Par ailleurs, les TLR-11 et
-12 peuvent également former des hétérodimeres avec les TLR-3, -7 et -9, ces deux derniers étant capables
de reconnaitre 'ARN et TADN dérivés du parasite [187,188]. Néanmoins, le géne du TLR-11 ne codant pas
pour une protéine fonctionnelle chez 'humain, il a été proposé que ce soit le TLR-5 qui entre en jeu lors
de l'infection de 'humain par T. gondii [189]. Il a également été suggéré que la reconnaissance d’acides
nucléiques par les TLRs endosomaux (TLR-8 chez 'humain) serait a la base de la la cascade de signa-
lisation inflammatoire. Evidemment, l'existence de « détecteurs » de l'infection parasitaire non encore
identifiés est possible. Une autre voie importante de la réponse immunitaire semble étre celle impli-
quant les nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing gene family, with a pyrin domain
(NLRPs). Ces protéines s'activent en réponse a un signal de danger intracellulaire détecté par les NOD-
like receptors (NLRs), permettant 'assemblage de protéines désigné sous le terme d’'inflammasome.

Suite au contact entre PAMPs et TLRs, la protéine MyD88 est recrutée et engage l'expression de
grandes quantité d’'IL-12 par ces mémes DC, en particulier les DC CD8a+, par I'intermédiaire du fac-
teur de transcription IRF-8 [190]. Cette expression accrue d’IL-12 aboutira a I'expression d'IFN-y par les
cellules NK, les lymphocytes T CD8+ et T CD4+ et les PNN. Cette cytokine est essentielle a la maitrise de
la prolifération parasitaire par le systeme immunitaire [190, 191]. Néanmoins, ce mécanisme impliquant
les TLRs et MyD88 ne semble pas étre directement impliqué dans I'expression d'IFN-y par les PNN en
réponse a l'infection par T. gondii [190]. De plus, 'inflammasome est capable de provoquer le clivage
de pro-IL-1P et pro-IL-18 en leurs formes matures et fonctionnelles par I'intermédiaire de caspases, no-
tamment la caspase-1. Il a été montré que T. gondii est capable d’activer NLRP-1 et NLRP-3, aboutissant a
l'expression des cytokines IL-18 et IL-18 [192,193]. Il semble que la protéine MyD88 soit également requise
afin de permettre l'expression des pro-formes de ces cytokines, suggérant l'activation préalable de TLRs.
La source principale d’'IL-18 sont les monocytes, cibles privilégiées du parasite [190]. LIL-18 stimule les
PNN et les cellules NK, provoquant I'expression d'IFN-y.

Le TNF-a est exprimé majoritairement par les monocytes, mais également par les PNN, et permet
de potentialiser les effets de I'IFN-y, mais n'est pas capable d’induire un fort effet antiparasitaire par
lui-méme [194]. De plus, il provoque une expression d'IFN-y par les PNN. Ces mémes cellules étant elles-

mémes capables de produire du TNF-g, il est probable que cette cytokine entre en jeu dans un boucle
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d’auto-activation visant a exprimer d'importantes quantités d'IFN-y [190].

LTEFN-y, produit majeur de toutes les étapes initiales de la réponse immunitaire innée est un élément
central de cette réponse. En effet, des modeles murins déficients en IFN-y ou son récepteur sont extré-
mement susceptibles a I'infection [195]. Cependant, la production d’IFN-y est assurée par de nombreux
types cellulaires impliqués dans la réponse immunitaire, telles que les lymphocytes T CD4+, T CD8+
ou NK. Ainsi, des modeles murins déplétés en cellules T ou en cellules NK ne montrent pas de phéno-
type d’hypersensibilité a I'infection, suggérant que la quantités d'IFN-y exprimé par I'un ou l'autre de ces
types cellulaires est suffisante pour controler I'infection [196]. Cette cytokine remplie sa fonction anti-
parasitaire de plusieurs manieres. Premierement, 'IFN-y produit par les lymphocytes T CD4+ permet
d’activer les macrophages, induisant une puissante réponse anti-microbienne [197]. Il régule également
l'expression de I'inducible nitric oxide synthase (iNOS), essentielle au controle de la prolifération du para-
site [198]. De maniére similaire, 'TFN-y provoque la génération de dérivés réactifs de I'oxygene (ROS) par
les macrophages [199]. LIFN-y induit également I'expression d'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), une
enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane intracellulaire [15, 200]. T. gondii étant un auxo-
trophe du tryptophane, I'induction de I'IDO inhibe la croissance parasitaire dans les cellules infectées.
Par ailleurs, la plupart des cellules répondent a la stimulation par 'IFN-y en exprimant plusieurs cen-
taines de genes incluant la famille des GTPases, en particulier les protéines MX, p47, immunity-related
GTPases (IRGs), VLIGS et p65 guanylate-binding proteins (GBPs). Il semble que les IRGs et les GBPs soient
importantes dans la réponse anti-toxoplasmique, des souris déficientes pour ces protéines ayant un phé-
notype hautement susceptible a lI'infection [201]. En effet, lors de I'infection, certaines IRGs, en particu-
lier Irga-6 et Irgb-6, saccumulent autour de la VP, provoquant sa destruction [202]. Cependant, chez les
souris déficientes pour des GBPs, notamment GBP-1, GBP-2, GBP-3, GBP-5 et GBP-7, la destruction de la
VP n'est pas efficace. Ceci suggere que ces deux types de protéines sont nécessaires et agissent de concert
afin de détruire la VP dans les cellules infectées [203].

Des réponses cellulaires s'ajoutent a ces mécanismes humoraux. Ainsi, il a été montré que les lym-
phocytes T CD8+, en plus d’exprimer de 'IFN-y, ont la capacité de tuer les cellules infectées par T. gondii
[204, 205]. Elles ont montré répondre a différents épitopes dérivés du parasite, dont les protéines SAG-
1, GRA-1, GRA-4, GRA-6, ROP-2, ROP-7 ou Tgdos7 dans différents modéles murins [190]. Il semble par
ailleurs que ces cellules soient capables de controler le nombre de parasites enkystés, grace a leur fonc-
tion cytolytique [190].

Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), telles que les DC ou les macrophages, reconnaissent
des éléments parasitaires, induisant I'expression de genes codant pour des chimiokines telles que CCL2
et CXCL2, qui attirent les PNN et les monocytes Ly6C high CCR2+ au site de I'infection [206, 207, 208].

Ce dernier type cellulaire revét une fonction de limitation de I'inflammation, par I'expression de la cy-
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tokine anti-inflammatoire IL-10 [209]. Il a été montré que d’autres cytokines anti-inflammatoires sont
exprimées au cours de l'infection par le toxoplasme, et que I'expression de ces protéines est critique afin
de limiter 'immunopathologie consécutive a I'infection. Ainsi, I'expression d'IL-4, d'IL-10 et d’'IL-22 est
particulierement marquée dans le cerveau, qui partage avec I'ceil un caractére d’'organe immunoprivi-
légié [188]. Les cellules produisant I'IL-10 sont les lymphocytes B régulateurs (Bregs) ainsi que les cel-
lules Ty,1 T-bet+ Foxp3-. Ces dernieres cellules ont un role ambivalent, puisqu’elles sécretent également
de I'l[FN-y, pro-inflammatoire. Cependant, 'lFN-y induit I'expression du facteur T-bet, lui-méme provo-
quant I'expression de CXCR3. Ces cellules T-bet+ CXCR3+ Treg expriment, lors de I'infection par T gondii,
I'IL-27 [188]. Cette cytokine est responsable de la suppression des cellules Treg par I'intermédiaire d'une
production d’IL-10 [210]. De plus, I'IL-33 régule I'inflammation, favorisant un profil anti-inflammatoire,
notamment dans le cerveau et l'ceil [211, 212].

Ainsi, la réponse immunitaire a 'infection par T. gondii résulte d’'une réponse inflammatoire intense,
de profil Ty1, reposant sur l'expression d’'IL-13, d'IL-12 et surtout, conséquemment, d'IFN-y, cytokine clef
de cette réponse inflammatoire, permettant une limitation rapide de la prolifération du parasite. Néan-
moins, cette réponse semble contre-balancée par I'expression de cytokine de profil Ty2, telles que I'lL-4,
I'lL-10, I'lL-22, 'IL-27 ou I'lL-33, qui régulent I'inflammation afin de limiter les 1ésions tissulaires consé-

cutives a cette intense activité inflammatoire.

Les mécanismes d’échappement parasitaire au systéme immunitaire

De tres nombreux mécanismes permettant au parasite d’échapper au systeme immunitaire, dans le
cas général d'une infection systémique, ont été décrits, et font appel a diverses stratégies traitées au sein
d’'une abondante littérature [137].

T gondii étant un parasite intracellulaire, il doit en premier lieu se préserver des mécanismes de dé-
fense impliquant les lysosomes et les endosomes. Ceci est rendu possible lors de I'invasion cellulaire par
le parasite qui résulte en la formation de la VP qui n'est rien d’autre qu'une invagination de la membrane
cellulaire de la cellule hote, logée au sein d’une cellule au cytosquelette modifié, dont la membrane est
enrichie de protéines parasitaires, telles que GRA-17 et GRA-23 [14, 19]. La VP constitue alors une bar-
riere mécanique protégeant les parasites des lysosomes et des endosomes, permettant ainsi leur survie
[213, 214].

Le phénomene d’autophagie est un mécanisme important de la réponse immunitaire a I'infection
par des parasites intracellulaires et notamment T gondii [215]. Ce phénomene fait intervenir deux types
de voies, I'une dite canonique, consistant en la formation d'un autophagosome autour des éléments a
éliminer qui fusionneront avec des lysosomes afin d’aboutir a la dégradation de la cible [216], et d’autres,

non canoniques, que sont la LC3-associated phagocytosis (LAP) et ' IENy-inducible GTPase-mediated host
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F1G. 113 : Mécanismes d’échappement a 'autophagie de T. gondii (Besteiro, 2019)

defense, se basant également, mais pas exclusivement, sur la machinerie de I'autophagie canonique
[217, 218, 219]. Dans les cellules non-hématopoiétiques, et notamment les macrophages, infectées, ces
mécanismes devraient étre déclenchés par la mise en contact du CD4o, porté a la surface des cellules
infectées, avec son ligand, le CD4oL (ou CD154) exprimé a la surface des cellules T [220, 221, 222]. Ce-
pendant, le parasite est capable d’échapper a ce mécanisme d’autophagie grace a I'implication de nom-
breuses protéines parasitaires (fig. 1.13). Par I'intermédiaire des protéines des micronemes MIC3 et MIC6,
qui jouent le role de ligand du récepteur a I'Epidermal Growth Factor (EGFR), I'expression de la protéine
LCg, intervenant dans le LAP, est inhibée [223, 224]. La méme voie d’activation, faisant intervenir la phos-
phorylation de la protéine Akt, joue également probablement un role dans la limitation de la formation
de l'autophagosome, via l'activation de la protéine mTORC1 [225]. Enfin, lors de la formation du com-
plexe jonctionnel, lors de I'invasion cellulaire, le parasite active la voie FAK/src qui inhibe l'activation
des facteurs de stimulation de l'autophagie PKR et elF2a [226].

La VP est également la cible du mécanisme de IFNy-inducible GTPase-mediated host defense évoqué
plus haut, aboutissant a sa destruction par vésiculation. Ce mécanisme repose lui aussi sur la protéine
LCg, ainsi que sur la protéine Gate-16 [218, 227]. Il a été montré que des souches de type I de T. gondii sont
capables d'échapper a ce phénomene, a la différence des souches de type II et III, par l'intermédiaire
de plusieurs protéines parasitaires, ROP-18, ROP-5, ROP-17, ROP-54 et GRA-7 (fig. 1.13). Ces différentes
protéines cooperent pour inhiber la fixation des IRGs (notamment Irgb6) et des GBPs (notamment GBP1
et GBP2) ala surface de la VP, et inactivent la protéine Irgb6 par phosphorylation [228, 229, 230, 231]. Ces
protéines ne peuvent ainsi pas jouer leur role, nécessaire a la destruction de la VP consécutivement a la

stimulation de la cellule par I'ITFN-y.
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Il a été montré que, dans des modeles in vitro de macrophages murins notamment, 7. gondii est éga-
lement capable d’échapper au stress oxydatif, mécanisme majeur de la défense anti-parasitaire reposant
sur la production des ROS par I'enzyme iNOS qui oxyde la L-arginine. Un premier mécanisme d’échap-
pement repose ainsi sur 'expression de TGF-f1, consécutive a I'infection parasitaire, qui aboutit a I'inhi-
bition de la production d'iNOS [137]. En outre, le parasite exprime une Heat Shock Protein, la TgHSP70,
spécifique du stade tachyzoite, également capable de limiter la production d'iNOS [232]. De plus, les
ROS remplissant leur fonction anti-parasitaire en générant un environnement de stress oxydatif, 7. gon-
dii est capable de « détoxifier » cet environnement par l'intermédiaire de péroxyrédoxines parasitaires,
les TgPRX1, TgPRX2 et TgPRX3, de superoxyde dismutases parasitaires, les TgSOD2 et TgSOD3, mais éga-
lement d’'une glutathion S-transférase parasitaire (TgGST), d'une glutarédoxine (TgGrx) et de catalases
[233, 234, 235]. Ces différentes enzymes permettent de débarrasser I'environnement du parasite du per-
oxyde d’hydrogene (H202), des ROS et de radicaux superoxydes anioniques, respectivement, limitant
leur role toxique vis-a-vis du parasite. Finalement, T. gondii exprime une thiorédoxine réductase, la Tg-
TR, protégeant le parasite de l'explosion oxydative lors de la consommation de NADPH [236, 237]. Ce
dernier phénomeéne ne semble néanmoins pas entrer en jeu pour toutes les souches parasitaires [238].

L'une des spécialités de T. gondii estlamodulation de I'expression des genes de sa cellule hote, tel que
cela a pu étre démontré a de nombreuses reprises et concernant des génes remplissant des fonctions di-
verses [20, 37]. Ainsi, de nombreux génes cellulaires impliqués dans la réponse immunitaire a I'infection
voient leur expression modulée par le parasite selon des mécanismes représentés dans la figure 1.14 [137].
Détailler chacun de ces mécanismes serait fastidieux et de peu d’intérét. Il est néanmoins utile de noter
que les protéines parasitaires, majoritairement issues des rhoptries et des granules denses, remplissent
leur fonction en inhibant des facteurs de transcriptions, tels que les protéines signal transducer and ac-
tivator of transcription (STAT), NF-xB, NFAT4 ou MAP, souvent par des mécanismes de phosphorylation.
Ces phénomenes aboutissent a une modification dramatique de la réponse immunitaire a I'infection, li-
mitant la réponse de type Ty1, induisant une résistance au NO, et inhibant le mécanisme de controle de
la croissance parasitaire induit par CD40 et le TNF-a [137]. De plus, il semble que, concernant les souches
de type I, lamodulation de NF-xB par la protéine GRA-15 favorise le passage du stade tachyzoite au stade
bradyzoite et la formation du kyste, forme permettant d'échapper au systeme immunitaire [239]. Enfin,
l'activation de NFAT-4 par la protéine GRA-6 favoriserait le recrutement de cellules immunitaires sur le
site de l'infection, permettant la dissémination de l'infection [207]. Ainsi, T gondii est capable de tirer
le meilleur parti des mécanismes immunitaires rendus disponibles par le génome de sa cellule hote en
modulant I'expression de ceux-ci, tout en échappant a une réponse qui induirait sa destruction si elle

n'était pas modulée.
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Les nombreux mécanismes évoqués dans ce chapitre permettent au parasite d'échapper au systéme
immunitaire afin de perdurer dans son hote intermédiaire ou accidentel, d'abord en se multipliant ra-
pidement au sein de la vacuole parasitophore, lui permettant de se disséminer au sein de l'organisme
de son hote, puis au sein d'un kyste empli de parasite au stade bradyzoite, dérivant directement d’'une

vacuole parasitophore.

La réponse immunitaire dans le cas spécifique de la toxoplasmose oculaire

Les mécanismes impliqués spécifiquement dans la réponse immunitaire lors de la toxoplasmose
oculaire sont bien mal connus, notamment en raison du faible nombre d’études expérimentales s'inté-
ressant au sujet, alors que I'immunité spécifique de I'ceil ne permet pas de généraliser des mécanismes
observés lors d’études réalisées sur d’autres modéles. Néanmoins, il est possible de dessiner un schéma
général de la régulation de la réponse immunitaire lors de la TO, se basant sur les quelques études expé-
rimentales existantes, mais également sur les résultats d’études épidémiologiques et observationnelles
consistant, la plupart du temps, a analyser le contenu en cytokines dhumeurs aqueuses de patients at-
teints de TO.

La principale caractéristique de la réponse immunitaire a la TO est la limitation des mécanismes in-
flammatoires, afin de limiter les dommages tissulaires qui pourraient en résulter. Ainsi, il a été montré,
comme évoqué plus haut, que les RPEC secretent du TGF- en plus d’autres facteurs immunosuppressifs,
inhibant le développement des cellules T [96, 164], expliquant ainsi 'absence de réactivité des cellules
T périphériques aux antigénes présents dans l'ceil. Cette caractéristique explique probablement la fra-
gilité de I'ceil aux pathologies auto-immunes, se déclenchant lors de breches rétiniennes quelle qu'en
soit I'étiologie, les cellules T périphériques reconnaissant alors des antigenes oculaires comme étrangers
et initiant une cascade auto-inflammatoire [240]. Il a été montré, dans le méme ordre d'idée, que les
interleukines IL-17A et IL-17R (réponse Ty17), activaient les RPEC, compromettant leur fonction de bar-
riere [241]. Un tel phénomene induit probablement l'activation de cellules T périphériques, avec pour
conséquence des dommages tissulaires rétiniens. Les cellules spécifiques de la rétine possedent des roles
particuliers dans la réponse immunitaire a la TO, sans qu'il soit toujours possible de déterminer si ces
roles sont plutot pro -ou anti-parasitaires. Ainsi, en plus de leurs fonctions sécrétrices de cytokines, les
RPEC stimulées sur le CD40 sont capables d’éliminer 7. gondii par un mécanisme d’autophagie [222].
Dans un modele in vitro, les cellules de Miiller sont capables d’exprimer un large panel de médiateurs
immunitaires, cytokines ou chimiokines, en réponse a l'infection par T. gondii, parmi lesquelles I'lL-4,
I'lL-6, le CCL2, CXCL2 et CXCL-8, mais pas les classiques IL-12 ou I'IFN-y [242].

De nombreuses données proviennent directement de I'analyse d’échantillons humains, issus de pa-

tients atteints de TO. Ainsi, une étude rétrospective de patients atteints d'uvéite d'origine toxoplasmique
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ou virale montrait une élévation du taux d’'IL-17A chez la plupart des patients atteints de TO, et unique-
ment ceux-la [243]. Par ailleurs, les mémes études ont montré qu’au cours de la TO, les cytokines de
type Th1 (IL-2, IFN-y) ou inflammatoires (IL-6, IL-17, MCP-1) et de contrdle négatif (IL-10) sont fortement
surexprimées, a 'inverse des cytokines Ty2 (IL-13) qui sont faiblement surexprimées [36, 243, 244]. Ceci
contraste avec l'expression du TNF-a qui reste inchangée. Il semble néanmoins que la réaction immu-
nitaire a I'infection puisse varier drastiquement, puisqu'une étude comparant les profils cytokiniques
entre patients francais et colombiens montrait que, chez ces derniers, la surexpression de d'IFN-y et
d'IL-17 était beaucoup plus modérée que chez les patients francais, et associée a une forte prolifération
parasitaire, mais avec une tres forte et paradoxale surexpression d'IL-6 [245].

L'utilisation de modeéles animaux a permis une meilleure compréhension de ces phénomenes. Un
modele courant est le modéle murin. Les souris peuvent étre infectées de plusieurs maniéres, par voie
intrapéritonéale, par voie orale, ou encore par voie intraoculaire. Un protocole particulier d'infection
consiste en une infection de la femelle gestante, permettant d'obtenir des souriceaux infectés. Ainsi, a
l'aide de ces animaux, il a pu étre montré que les uvéites toxoplasmiques se caractérisaient par une infil-
tration de lymphocytes CD4+ et de macrophages dans la rétine, et par 'expression d'IFN-y et de TNF-a
par les lymphocytes rétiniens [246]. Plusieurs éléments, cellules ou molécules, semblent avoir une im-
portance particuliere dans la protection de I'ceil vis-a-vis de I'infection, tels que les lymphocytes CD4+,
CD8+, la chimiokine CXCL1o, I'IFN-y ou le TNF-a. En effet, lorsque ces éléments sont supprimés ou in-
activés, les animaux infectés présentent un nombre accru de kystes et de parasites [247, 248, 249, 250].
Il semble par ailleurs que I'lL-17 soit fortement surexprimée dans des modeles murins infectés [251]. En
particulier, une étude utilisant un modéle murin infecté par voie intra-oculaire, par injection, consti-
tuant un modele murin de TO aigué, a montré que I'IL-17 était responsable du développement de la
pathologie rétinienne et d’'une prolifération parasitaire accrue, notamment par suppression de l'effet de
I'TFN-y [244]. Un autre protocole expérimental, consistant en une injection intra-oculaire de tachyzoites
chez des souris préalablement infectées par voie systémique (injection intrapéritonéale) juste apres leur
naissance, a permis de mettre en exergue la différence de réaction immunitaire entre des souris naives,
exhibant une forte réponse de type Tj17, et les souris non-naives montrant une réaction moins inflam-
matoire, reposant sur une réaction équilibrée entre Ty1, T2 et Treg [252]. Enfin, une étude de Lyons et
al. se proposait d’étudier 'expression de cytokines dans I'eeil de souris infectées ou non par voie systé-
mique (injection intrapéritonéale de kystes) et montrait une expression accrue de protéines du CMH I,
en l'occurrence sa chaine lourde et la f2-microglobuline, ainsi que le TGF-§ et I'lL-6 [253]. Dans cette
méme étude, le role de I'IL-6 était étudié par I'utilisation de souris IL-6 -/- qui montraient un phénotype
d’importante sensibilité a l'infection avec le développement d’'une inflammation sévere de la rétine et

de charge parasitaires importantes [253].
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Dans sa thése, Elise Rochet a également étudié la validité d'un modéle murin de récurrence de toxo-
plasmose oculaire [254]. Celui-ci consiste en une infection systémique, que ce soit par voie orale a 'aide
de kystes (celle-ci étant en principe préférée en raison de son caractére naturel) ou intrapéritonéale a
l'aide de tachyzoites, suivie, quelques semaines plus tard (typiquement 6) d'une injection intraoculaire
de tachyzoites. La présence, dans un ceil hébergeant des kystes consécutivement a la primo-infection,
de tachyzoites, est ainsi sensée reproduire les conditions de la récurrence, c'est-a-dire l'effraction de ta-
chyzoites a partir d'un kyste situé dans les tissus oculaires. Deux lignées différentes de souris ont été
utilisées dans ce modele, les souris Swiss-Webster, non congéniques, et les souris C57BL/6, congéniques.
L'utilisation de ces deux lignées en parallele est intéressante, puisqu’elles montrent un phénotype diffé-
rent vis-a-vis de l'infection, les premiéres étant décrites comme résistantes, développant peu de lésions
rétiniennes, tandis que les secondes sont décrites comme sensibles, développant des 1ésions tissulaires
séveres et laissant se développer de fortes charges parasitaires au niveau de I'ceil [254, 255]. Létude de
l'expression de cytokines dans ce modele a permis de montrer que les souris C57BL/6 sensibles mon-
traient une production beaucoup plus accrue de cytokines de type Ty1, telles que I'IL-6 ou I'IFN-y, mais
aussi d'IL-17, que les souris Swiss-Webster chez qui on observait principalement I'expression de la cy-
tokine de type Ty2, IL-31 [255]. Consécutivement, les souris Swiss-Webster montraient une expression
accrue d’anticorps anti-toxoplasmiques, ce qui n’était pas le cas dans les souris C57BL/6, chez qui la
neutralisation de I'IL-6 et de 'IFN-y protégeait contre les 1ésions tissulaires, suggérant un effet délétere,
histopathologique, de ces cytokines sur la rétine de ces souris lors de l'infection par T. gondii [255]. Ces
résultats vont a rebours de ceux exposés par Lyons et al. [253] et il est permis de supposer que le terrain
génétique des animaux utilisés joue un role dans les variations de profils immunitaires exhibés par les
différents modeles en réponse a la TO expérimentale.

Néanmoins, grace aux résultats de ces différentes études, il a été possible de dessiner un schéma
général de la réaction immunitaire consécutive a une TO. En raison des fortes disparités mises en évi-
dence entre les études concernant des patients européens et des patients sud-américains, probable-
ment consécutives aux différences existantes entre les souches présentes dans ces diftérentes régions du
monde, deux modeéles différents ont été proposés en fonction du type de souche parasitaire concerné.
Ces modeéles, résumés dans la figure 1.15, mettent 'accent sur le role, connu de longue date, de I'TFN-y,
dont l'expression est stimulée par I'IL-12, dans le contrdle de la prolifération parasitaire [36]. De plus,
émerge des études les plus récentes le role de I'lL-17A lors des infections consécutives a des souches eu-
ropéennes de type II. Dans cette situation, cette cytokine semble étre responsable de 1ésions rétiniennes,
peut-étre par I'intermédiaire d'une régulation négative de 'expression d'IFN-y ou des cellules Treg. En
revanche, lors de l'infection par des souches atypiques, sud-américaines, 'expression d'TFN-y et d'IL-17

semble moindre, laissant se développer une charge parasitaire beaucoup plus importante qui pourrait
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étre a l'origine de lésions rétiniennes. De nombreuses questions restent néanmoins en suspens, comme
le role de I'lL-6 qui semble avoir un role tantdt protecteur, tantot délétere, en fonction des études réa-
lisées sur des modeles in vitro, in vivo murins, ou sur du matériel humain [242, 243, 244, 245, 253, 255].
Les différences d’expressions de cette cytokine entre les situations d’infection par des souches de type II
ou des souches atypiques pourrait relever, soit d'une différence d'expression en réponse a I'infection et
liée directement au patrimoine génétique des parasites concernés, soit a une différence de rétrocontrole
consécutif a la réaction inflammatoire plus ou moins forte existant lors de l'infection par ces différentes

souches.

Immunogénétique de I'hote et du parasite

Limportante variabilité de présentation clinique de la TO, associée a la formidable variabilité gé-
nétique de T gondii, a rapidement posé la question des facteurs génétiques parasitaires associés a ces
différentes présentations. La premiére étape pour explorer cette hypothese a été d'étudier le type de
souches parasitaires responsables de TO dans diverses parties du monde. Ainsi, 'épidémie de toxoplas-
mose ayant causé des lésions oculaires particulierement séveres au Canada en 1994-95 avait été causée
par une souche de type I, classiquement décrite comme particulierement virulente chez la souris [256].
De maniére similaire, plusieurs études portant sur des sujets Sud-Américains atteints de TO ont identi-
fié, dans une large majorité de cas, des souches de type I ou de type IIl comme étant responsables de ces
lésions chez des patients immunocompétents [257, 258, 259]. En revanche, il semble qu'en Europe les
souches de type II soient majoritairement en cause [260, 261]. Cette relative hétérogénéité de types de
souches responsables de TO entre 'Europe et '’Amérique du Sud pourrait, au moins en partie, expliquer
les différences de présentations de la TO entre ces deux régions. En effet, rappelons que les épisodes de
TO sont volontiers plus séveres, avec des présentations plus bruyantes et des récurrences plus fréquentes
en Amérique du Sud qu'en Europe [36].

Plusieurs facteurs de virulence dont la séquence peptidique varie entre les différentes souches toxo-
plasmiques, induisant des différences fonctionnelles, ont pu étre identifiés. La protéine ROP-16 est une
protéine de rhoptrie, sécrétée lors de I'invasion de la cellule par le parasite, s'accumulant au niveau du
noyau de la cellule hote. Il s'agit d'une kinase qui modifie les fonctions des protéines STATs au niveau
de la cellule hote. La séquence polypeptidique de cette protéine differe entre les souches de type I/I11
et les souches de type II, modifiant sa fonction. Ainsi, alors que ROP-161/III est capable d'inhiber l'ex-
pression de cytokines de type Tp1 (notamment d’'IL-12) en maintenant la protéine STAT6 active par un
mécanisme de phosphorylation, la protéine ROP-161I ne peut pas soutenir ce mécanisme de manieére
prolongée [262, 263, 264, 265, 266, 267]. Ceci permet aux souches de type I et III d'échapper a cette ré-

ponse immunitaire qui leur est délétere, ce qui n'est pas le cas des souches de type II. Au niveau de l'ceil
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en particulier, nous avons publié un article montrant que la protéine ROP-16 est responsable des diffé-
rences observées en termes de 1ésions oculaires, de physiopathologie et d’expression de cytokines entre
des infections liées a des souches de type I ou de type II [268] (annexe E).

Une autre protéine de rhoptries, la protéine ROP-18, semble également jouer le role de facteur de vi-
rulence. Il s'agit cette fois-ci d'une protéine se localisant a la membrane de la VP et possédant, elle aussi,
une activité de kinase. Alors que sa séquence peptidique varie fortement entre les différentes souches
(14% de différence en ROP-18I et ROP-18III), son expression est également différente, puisqu'elle est tres
fortement exprimée dans les souches de type I et Il mais pas dans les souches de type III [269]. Il a été
montré que le remplacement de la protéine ROP-18III dans une souche de type III, par une ROP-18 de
type I ou II, modifiait la virulence des souches de type III [269, 270]. La fonction de ROP-18 s'exerce via
plusieurs mécanismes, médiés par son activité de kinase. Ainsi, ROP-18 est capable d'inhiber I'inflamma-
tion induite par la voie NF-xB en inhibant directement l'activité de ce facteur de transcription [271]. Elle
est également capable d’'inhiber le recrutement de plusieurs IRGs, notamment Irga6, Irgb6 et Irgbio, au
niveau de la membrane de la VP, limitant le risque de lyse de VP [272, 273]. Enfin, ROP-18 est capable de
dégrader l'activating transcription factor 6 8 (ATF6), facteur participant aux mécanismes de défense de
I'hote contre les micro-organismes intracellulaires [274, 275].

Afin de pouvoir bénéficier de sa pleine activité catalytique, la protéine ROP-18 est dépendante de
la protéine de rhoptries ROP-5 [276]. Ainsi, I'interaction entre ROP-18 et cette pseudo-kinase est essen-
tielle a sa fonction de facteur de virulence [269, 277, 278, 279]. Cette protéine se localise ainsi a la face
cytosolique de la VP, proche de sa partenaire ROP-18. Il existe trois isoformes de ROP-5, baptisés A, B et
C, présents en proportions différentes selon la souche toxoplasmique considérée [263, 277, 280]. En plus
de sa coopération avec ROP-18 dans un grand nombre de fonctions de cette derniere, la protéine ROP-5
est également capable d’affecter d’autres effecteurs, dépendant d’'Irgmgs ou de I'IFN-y. ROP-5 peut, éga-
lement en I'absence d’expression de ROP-18, réduire et interagir avec une ou plusieurs IRGs [279].

La protéine GRA-15 est une protéine issue des granules denses. Il a été montré que cette protéine,
lorsquelle est issue de souches de type II, active plus fortement le facteur de transcription NF-xB que
lorsqu’elle est issue de souches de type I ou III [281]. Ainsi, la seule présence de GRA-15lI suffit pour
l'activation de NF-xB dans la cellule hote, a I'inverse des protéines GRA-151 et GRA-15111 [282]. Par ailleurs,
GRA-15 participe également a la modulation de I'expression de I'L-12, concomitamment avec la protéine
ROP-16. Il semble néanmoins que la fonctionnalité de la protéine GRA-15 puisse varier, non seulement
entre différents types de souches, mais également entre différentes souches issues du méme type [283].
Il semble que des variations de la séquence de la protéine GRA-15 soient également responsables de
variations dans la réponse immunitaire médiée par les IFNs de type I [284].

Néanmoins, plusieurs éléments laissent a penser que des facteurs génétiques d’hotes sont égale-
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ment en jeu dans la variation des présentations cliniques, et non uniquement des facteurs génétiques
parasitaires. Par exemple, la virulence des souches observée chez la souris n'est pas nécessairement la
méme chez d’autres hotes tels quel 'humain ou le rat [285, 286, 287]. De plus, d'importantes variations
de présentations cliniques sont retrouvées au sein de populations d’hdtes pourtant exposées a une po-
pulation extrémement homogene de parasites, comme en Europe ot les souches de type II circulent en
quasi-exclusivité [260, 261]. Compte-tenu des caractéristiques épidémiologiques associées aux cas de
TO les plus séveres ou récurrents, il est probable que ces facteurs d’hdtes concernent en premier lieu le
systéeme immunitaire de ces hotes. En effet, le polymorphisme du TLR-g a été associé a des rétinocho-
roidites toxoplasmiques chez une population de patients brésiliens [288]. De méme, d’autres polymor-
phismes, impliquant notamment le récepteur intracellulaire NODz2, le gene de I'lFN-y, le promoteur de
I'[L-6 et la production d’IL-10, ont montré influencer le cours de la TO, que ce soit en termes d'intensité
de symptomes ou de fréquence de récurrence [289, 290, 291, 292, 293]. Etonnamment, cependant, les
polymorphismes du gene du TNF-a ne semblent pas avoir de répercussion sur la traduction clinique de
l'infection par T. gondii au niveau oculaire [294]. Enfin, des études familiales ont permis d’identifier des
facteurs génétiques codant pour des protéines de rétine ainsi que pour une protéine intervenant dans la
voie de l'inflammasome, dont le polymorphisme est en lien avec I'expression de la TO [295, 296]. Il est
ainsi probable que d’autres polymorphismes génétiques, concernant peut-étre d’autres protéines struc-
turelles de I'ceil, jouent un role dans I'expression de la symptomatologie de la TO. Une étude dirigée par
le Dr Julie Brunet, en collaboration avec le Pr Stéphane Viville, tous deux membres de notre laboratoire,
estactuellement en cours afin de tenter d’identifier d’autres facteurs génétiques susceptibles d'expliquer

la variabilité clinique de la TO (protocole TREXO).

Les différents éléments de physiopathologie évoqués ci-dessus ont fait I'objet d'une revue dont l'au-
teur de cette these est le premier auteur, qui sera publiée prochainement, apres finalisation des figures

(annexe F).
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1.3 Lesinterférons de type I et I11

En 1957, Isaacs et Lindemann découvraient des molécules capables d'interférer avec la réplication
du virus de la grippe [297]. Ces molécules furent baptisées interférons. Dans les décennies qui suivirent,
de nombreux interférons différents furent décrits et ceux-ci furent regroupés par types, I, II et I1I. Ainsi,
logiquement, les premiers a étre découverts étaient les interférons de type I, regroupant I'IlFN-a dont
13 sous-types sont décrits, 'TFN-{, I'IFN-¢, 'TFN-x et I'ITFN-w [298, 299, 300, 301]. Le type II ne contient
en revanche qu'un unique interféron, 'lFN-y, dont la séquence est fort différente de celles des autres
interférons [302]. Enfin, de description plus récente, les interférons de type III sont tous baptisés IFN-A
et divisés, chez Homo sapiens, en sous-types 1 (IL-29), 2 (IL-28A), 3 (IL-28B) et 4 [303, 304, 305].

LTFN-y a déja été évoqué plus haut, caril est connu de longue date comme étant un élément essentiel
a une réponse immunitaire efficace lors de I'infection par T gondii [195, 198]. Ses fonctions en font une
plaque tournante de la réponse anti-toxoplasmique permettant la lyse ou I'inhibition de la croissance
de T gondii par l'activation de réponses impliquant I'expression d'IDO et, conséquemment, la limitation
de l'acces du parasite au tryptophane, I'expression de réactifs oxygenes délétéres pour 7. gondii, ou la
lyse de la vacuole parasitophore par I'intermédiaire de GTPases [306]. En revanche, les IFNs de type I
et plus encore de type III, n'ont été qu'extrémement peu étudiés dans le cadre des infections par des
protozoaires en général, et particulierement dans le cas de T gondii.

Ainsi, dans les prochains chapitres, nous nous efforcerons de présenter les voies de signalisation de
ces deux types d'IFNs, puis leurs fonctions connues, avant de discuter I'intérét d'étudier ces interférons

dans le cadre de la toxoplasmose oculaire a la lumiere de données récentes issues de la littérature.

1.3.1 Lesvoies de signalisations des interférons de type I et III

Les interférons de type I et Il sont reconnus par deux types de récepteurs différents. Ainsi, les IFNs
de type I sont les ligands d’'un hétérodimere trans-membranaire constitué de deux sous-unités, IFNAR1
et IFNARz2, capable de reconnaitre les 17 différents sous-types d'interférons de type I, bien que ceux-ci ne
partagent que peu de similarités d'un point de vue structurel [307, 308]. Le récepteur des interférons de
type III est également un hétérodimere, composé des sous-unités IFNLR1 et IL-10R2 (ou IL-10Rp), cette
derniere étant, comme son nom l'indique, également une sous-unité du récepteur aux cytokines de la
famille de I'lL-10 (IL-10, IL-22 et IL-26) [298, 303, 304]. Lexpression de ces différentes sous-unités est fi-
nement controlée, régulant d’autant l'activité des IFNs qui constituent leurs ligands. Ainsi, tandis que
les sous-unités IFNAR1 et 2 et IL-10R2 sont retrouvées sur toutes les cellules, la sous-unité IFNLR1, spé-
cifique des IFNs de type III, semble n'étre retrouvée que sur certaines cellules, particulierement (mais

non exclusivement) celles d'origine épithéliale (fig. 1.16) [308]. Ceci a fait suggérer un role particulier
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des IFNs de type III, associé aux barriéres physiologiques, qui sera discuté dans le chapitre suivant. Il
existe, pour chacune de ces sous-unités, de nombreux systemes de régulation. Ceux-ci sont variés entre
les différentes unités et font intervenir des protéines telles que SOCS1, PTPB1, USP18 ou SHP-2. Ces diffé-
rentes protéines fonctionnent principalement en empéchant la constitution d'une voie de signalisation
active en bloquant l'activation ou en dégradant les kinases associées aux récepteurs (telles que JAK1 ou
TYK2), ou en provoquant l'internalisation des récepteurs (fig. 1.16). Ces protéines étant elles-mémes des
ISGs, ces mécanismes participent a une régulation par rétrocontrole, et il est probable que les différentes
cinétiques d’'expression de ces différentes protéines, suite a 'activation par les différents IFNs, soient res-
ponsables des différentes durées d’action de ces IFNs. En effet, il est communément admis qu'alors que
l'effet de 'TFN-a est tres restreint dans le temps, celui des IFNs-A est beaucoup plus prolongé [308]. Enfin,
il est intéressant de noter que dans chaque récepteur il existe une sous-unité a haute affinité et une autre
a basse affinité pour son ligand, ainsi qu'une sous-unité capable de distinguer les différents sous-types
d'TFNs tandis que l'autre ne le peut pas (fig. 1.16) [308].

Un corollaire intéressant a la présence d'une sous-unité des récepteurs des cytokines de la famille
des IL-10 dans la formation des récepteurs aux IFNs-As est la probable implication de certaines de ces
cytokines dans la régulation de I'activation du récepteur des IFNs-A. Ainsi, il a été montré qu'en présence
d’IL-10, l'activité des IFNs-A était inhibée, un mécanisme évoqué étant celui de la compétition entre les
cytokines pour le récepteur [309]. A l'inverse, 'lL-22, membre de la famille des IL-10, a montré agir en sy-
nergie avec les IFNs-A, renforcant l'activation des STATSs [310]. Ces mécanismes n'ont pas été pleinement
élucidés, mais pourraient faire intervenir des boucles de rétrocontrdle négatif dans un cas, ou positif
dans l'autre, IL-10 et IL-22 étant toutes deux des ISGs [310, 311].

Les deux types d'interférons peuvent promouvoir un signal de type autocrine et paracrine (fig. 1.17).
La voie de signalisation s'effectue de la maniere suivante : la liaison des IFNs de type I et Il a la par-
tie extracellulaire de leurs récepteurs respectifs induit I'activation, par I'intermédiaire de changements
conformationnels, de protéines appartenant a la famille des Janus kinases (JAK) associées a ces récep-
teurs, les protéines JAK1, JAK2 et TYK2. Ces protéines induisent la phosphorylation de résidus tyrosine de
la partie intracellulaire des récepteurs aux IFNs, permettant le recrutement des protéines STAT 1 et 2 qui
sont a leur tour phosphorylées par les protéines JAKs (fig. 1.17). Cette phosphorylation induit leur dimé-
risation, puis leur association avec la protéine IRF-9, ce trimere composant l'interferon-stimulated gene
factor 3 (ISGF-3). Ce trimere, ainsi que des dimeéres STAT1/STAT2 restés libres, migrent au sein du noyau
afin d’agir en tant que facteurs de transcription en se fixant sur l'interferon stimulated reponse element
(ISRE), générant l'expression de trés nombreux genes [308]. Bien que la voie de signalisation décrite
ci-dessus représente la voie « canonique » de signalisation, il existe en fait de trés nombreuses voies al-

ternes. Ainsi, ces mémes récepteurs sont également capables d’activer les protéines STAT3, STAT4, STAT5
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et STAT6. Toutes les protéines STATs sont capables de former des homo -ou hétérodimeres selon toutes
les combinaisons possibles. Ces dimeéres ont montré une affinité pour le site activé par 'IFN-y (GAS)
situé au sein du promoteur des ISGs. Ainsi, les différentes combinaisons ont été retrouvées associées a
différents sites au sein de ce promoteur et jouent probablement un role dans la régulation de I'expression
différentielle des ISGs (fig. 1.18) [308].

D’autre voies alternatives de signalisation existent, telles que celles faisant intervenir la Crk-like pro-
tein (CrkL)-Ras related protein 1 (RAP1), la phosphatidyl-inositol-3-kinase (P13 K) ou la mitogen-activated
protein kinase (MAPK). La premiere n'a, pour 'heure, été associée qu'aux IFNs de type I et génere, par fixa-
tion sur le motif GAS, une activité de suppression de tumeur par l'inhibition de l'expression de facteurs
de croissance et I'activation de la protéine Rap-1 (fig. 1.18) [312, 313, 314]. La seconde n’a été formellement
associé qu'aux IFNs de type I, mais des indices existent sur la probable association entre cette voie d’ac-
tivation impliquée dans l'expression d’ISGs par l'intermédiaire d'une chaine d’activation des protéines

insulin receptor substrate 1 (IRS-1), PI3 K, Akt et mTOR, et les IFNs de type III [315, 316, 317]. Enfin, la
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troisieme voie alternative, impliquant des MAPKSs, est activée a la fois par les IFNs de type I et de type
I1I, provoquant I'expression de facteurs antiviraux [318]. Il a cependant été récemment montré que cette
voie est particulierement importante pour la fonction antivirale des IFNs de type III, mais non pour celle
des IFNs de type I, dans des cellules épithéliales intestinales humaines (hIEC) [319]. Par ailleurs, cette
voie de signalisation, lorsqu’elle est associée aux IFNs de type III, semble jouer un role particulier dans
la défense antivirale cutanée et les processus de cicatrisation [320].

Ces différents éléments indiquent que ces deux types d'IFNs jouent des roles multiples et finement

régulés au cours de la réponse immunitaire et inflammatoire.

1.3.2 Fonctions connues des interférons de type I et III

Le panel d'ISGs dont l'expression est exacerbée conséquemment a une stimulation par les IFNs de
type I ou III est remarquablement similaire, ayant laissé supposer que les roles de ces deux types d'TFNs
étaient largement redondants, un systeme constituant en quelque sorte un systéme de secours en cas
de défaillance de l'autre [321, 322, 323, 324]. Néanmoins, I'analyse de données récentes tend a montrer
des modes d’actions forts différents entre ces deux types d'IFNs 325, 326, 327, 328, 329, 330]. Nous allons
tacher, dans les deux chapitres suivants, de dépeindre succinctement l'éventail des fonctions connues

de ces deux types d'IFNs.



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 65

Les interférons de type I

Les interférons de type I ont été les premiers décrits. Ils ont ainsi été abondamment étudiés, notam-
ment dans le contexte de la réponse immunitaire aux infections, compte-tenu du fait que la premiere
description des interférons fut celle d'une molécule « interférant » avec la prolifération du virus de la
grippe. Néanmoins, les IFNs de type I semblent également jouer des roles dans d’autres types d’affec-
tions, telles que les maladies auto-inflammatoires, rdle que nous n'aborderont pas dans cette these car
s'éloignant trop de notre sujet [331]. Nous allons en revanche détailler les fonctions connues des IFNs de
type I dans le cadre de la réponse immunitaire aux infections par des virus, des bactéries, des parasites

et des champignons.

- Roles au cours des infections virales

Les fonctions antivirales des IFNs de type I fonctionnent selon de nombreux mécanismes différents,
plus ou moins spécifiques du virus rencontré [332]. Certains de ces mécanismes sont directs et résultent
de I'expression d'ISGs, consécutivement a la stimulation des récepteurs aux IFNs de type I par leur ligand
(fig.1.19). En effet, certains ISGs ont des effets antiviraux directs, tels que MX1 (pour myxovirus resistance
1), IFN-inducible double-stranded RNA-dependant protein kinase (PKR), 2’-5"-oligoadénylate synthétase
(OAS), IFN-inducible transmembrane proteins (IFITMs), apolipoprotein BmRNA-editing enzyme catalytic
polypeptide 1 (APOBEC1) ou la famille de molécules tripartite motif-containing (TRIM). Ces ISGs ayant
des effets antiviraux directs, leur effet peut étre objectivé in vitro sur des cultures virales, comme in vivo.
Les modes de fonctionnement de ces protéines sont divers mais aboutissent au blocage de la réplication
virale, directement [333].

Cependant, il a été montré que l'action des IFNs de type I a l'encontre des infections virales se fait
également en collaboration avec le reste du systeme immunitaire. Ainsi, les IFNs de type I sont impli-
qués dans différentes étapes de l'activation des cellules immunitaires adaptatives par les DC, que ce soit
dans le sens de l'activation ou de l'inhibition [332]. De plus, les interférons de type I semblent favori-
ser l'expression des CMH a la surface des DC, ainsi que de certains cofacteurs tels que CD80o et CD86
[334, 335, 336]. Il a également été montré que les IFNs de type I étaient nécessaires a la production d’'IL-
12 par les DC [337]. Cependant, dans certaines circonstances, 'inverse était observé, la présence d'IFNs
de type I inhibant fortement cette expression d’'IL-12 [338, 339].

Les IFNs de type I peuvent également influencer le fonctionnement des cellules T CD4+ et CD8+
directement. Ainsi, en réponse a certaines infections virales, les IFNs de type I sont capables d’'améliorer
la fonction d’aide a l'activation des cellules B par les cellules CD4+ [340]. Les IFNs de type I peuvent éga-

lement promouvoir la différenciation de cellules T en cellules Ty1 productrices d'IFN-y, ou en cellules
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CDg4+ régulatrices 341, 342]. Les IFNs de type I interagissent également avec les cellules T CD8+, promou-
vant notamment des signaux inhibiteurs de croissance dans ces cellules, affectant négativement l'ex-
pression d'IFN-y et, globalement, la cytotoxicité induite par ces cellules [332]. Cependant, dans d’autres
situations, il semble que la fonction des IFNs de type I soit inverse, promouvant une expansion clonale
des cellules T CD8+. Il est probable que le niveau d’expression des IFNs de type I, ainsi que la synchro-
nisation de cette expression, déterminent le type de réponse consécutivement observé [332, 343]. Les
cellules CD8+ mémoires sont, elles aussi, influencées par les IFNs de type I qui ont montré augmenter
la circulation de ces cellules lors de l'infection par le virus Sendai dans les poumons, promouvoir l'ex-
pression de chimiokines recrutant ces cellules en réponse a I'infection par le virus de la chorioméningite
lymphocytaire, ou favoriser 'expression d’IL-15 et d'IL-18, cytokines supportant la fonction mémoire des
cellules CD8+, lors de diverses infections virales, dont celle par le CMV murin [332].

Les IFNs de type I promeuvent également la fonction et la survit des cellules NK [332]. Il semble
néanmoins que ce role soit modulé en fonction de I'infection considérée et I'inflammation en décou-
lant. Ainsi, dans certaines infections, telles que celles par le virus de la grippe ou le virus de la vaccine,
l'expression d'TFN-y par les cellules NK requiert que ces cellules soient stimulées par les IFNs de type I

[344, 345]. Ce préalable n'est pas indispensable a 'expression d'IFN-y par les cellules NK dans le cadre de
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l'infection par le CMV murin, bien que dans ce cas cette stimulation permette 'accumulation de cellules
NK et leur fonction cytolytique [346]. Il semble que ces différentes fonctions dépendent des niveaux
d’activation des différentes protéines STATS, et notamment STAT1 et STAT4, en réponse a la stimulation
par les IFNs [347, 348].

Enfin, alors que des études ont montré que les IFNs de type I limitent la prolifération des précurseurs
des cellules B, les cellules B maturent semblent, elles, étre positivement influencées par ces mémes IFNs.
Ainsi, il a pu étre montré que les IFNs de type I promeuvent I'activation des cellules B et la production
d’anticorps en réponse a plusieurs types d’'infections virales, favorisant notamment le changement de
classe d’anticorps au fil de l'infection [349, 350, 351, 352, 353]. Les IFNs de type I ont également un role
dans l'expression de la lymphotoxine produite par les cellules B ganglionnaires, permettant aux macro-
phages d’acquérir un phénotype protecteur a l'encontre du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) [354].
Cependant, il a été montré sur des modéles animaux que des souris Ifnar -/- présentaient des titres d’an-
ticorps plus élevés que les souris sauvages, sans que les mécanismes sous-jacents aient été explorés [355].
Il est de ce fait probable que l'effet stimulateur sur la production d’anticorps par les IFNs de type I soit
concentré aux stades précoces de l'infection et qu'un effet de rétrocontrole porté par ces mémes IFNs

ait lieu plus tardivement au cours de l'infection.

- Roles au cours des infections bactériennes, parasitaires et fongiques

Le role des IFNs de type I au cours des infections bactériennes, parasitaires et fongiques est nette-
ment moins documenté que lors des infections virales. De plus, certains facteurs connus comme étant
d'importance critique dans la réponse immunitaire innée aux infections bactériennes, tels que I'IDO,
I'INOS ou les GBPs, peuvent étre régulés négativement par les IFNs de type 1. Néanmoins, certaines don-
nées montrent que ces [FNs peuvent étre importants dans la réponse a certaines infections non virales
(fig. 1.20).

Ainsi, un role protecteur des IFNs de type I a l'encontre de la bactérie Chlamydia trachomatis a été
montré dans des études in vivo sur des modeles murins, ainsi que dans des modeles in vitro sur cel-
lules humaines et murines [356, 357, 358]. Cet effet était médié par l'induction de l'expression d'IDO,
privant les bactéries de L-tryptophane. Cependant, cet effet ne semble pas étre similaire face a toutes
les souches de Chlamydia spp. puisque des études portant sur C. muridarum ont montré que des sou-
ris Ifnar -/- survivaient mieux que des souris sauvages a l'infection par cette bactérie [359]. Des études
similaires ont également pu montrer que les IFNs de type I avaient un role protecteur a I'encontre des
bactéries Legionella pneumophila et Bacillus anthracis, cette fois-ci reposant sur I'expression d'iNOS et
donc de réactifs oxygenes par les macrophages, notamment [360, 361, 362, 363]. Dans un registre diffé-

rent, il semble que les IFNs de type I soient capables de limiter I'invasion cellulaire par des bactéries du
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tractus digestif telles que Shigella flexneri et Salmonella enterica 364, 365]. D’autres études ont montré
que des souris Ifnar -/- étaient plus sensibles aux infections par diverses bactéries telles que les strep-
tocoques du groupe B, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Helicobacter pylori ou Streptococcus
pyogenes [366, 367, 368, 369]. Les mécanismes permettant ce role protecteur ayant été élucidés font no-
tamment intervenir 'expression renforcée, sous la stimulation des IFNs de type I, de plusieurs cytokines
et protéines nécessaires a une réponse immunitaire efficace a I'encontre de ces bactéries, telles que le
TNF, I'lL-6, I'lL-12 ou I'FN-y 369, 370].

Les travaux concernant le role des IFNs de type I dans les infections parasitaires sont restés rela-
tivement limités. Il a néanmoins été décrit que ceux-ci induisaient l'expression d'iNOS dans le cadre
d’'infections par Leishmania major, mais aussi qu'une trop forte expression de ces IFNs limitait I'expres-
sion d'iNOS, suggérant qu'en fonction de la situation inflammatoire, le role des IFNs de type I pouvaient
étre bénéfique ou néfaste [371, 372, 373]. En effet, d’autres travaux ont montré que les IFNs de type I in-
hibaient la fonction des macrophages et régulaient le nombre et la fonctionnalité des PNN dans le cadre
d’'infections par Leishmania spp. [374, 375]. Dans le cadre des infections par Plasmodium spp. également,
les IFNs de type I peuvent avoir des roles bénéfiques ou néfastes. Ainsi, il a été montré que ces IFNs favori-
saient l'infection par P. berghei ou P. chabaudi en inhibant les cellules T CD4+ [376]. Cependant, d’autres
études ont également montré des roles protecteurs des IFNs de type I lors, notamment, de l'infection par

P. yoelii [377]. Il semble également que le traitement de souris infectées par P. berghei par des IFNs de
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type I permette de limiter le développement de neuro-paludisme [378]. Néanmoins, ces effets sur les
infections par Plasmodium spp. sont probablement limités puisque des souris Ifnar -/- ne présentaient
pas de phénotype radicalement différent des souris sauvages lors d'infections expérimentales [379]. En-
fin, les études portant sur le role de ces IFNs dans l'infection a Trypanosoma cruzi ont conclu a un role
bénéfique des IFNs de type I lors d’infections par injections intra-péritonéales, tandis que I'influence des
IFNs semblait néfaste lors d'infections intradermiques [380, 381, 382, 383]. Il est probable que le niveau
d’expression des IFNs de type I soit crucial dans le role joué par ceux-ci, comme indiqué par le fait que
des souris Ifnar -/- étaient plus sensibles a l'infection, a I'instar des souris n'exprimant pas la protéine
UBP43, lesquels ont un phénotypes d’« hyper-réponse » aux IFNs [382]. Dans ces infections par trypano-
somes, le role des IFNs de type I semble important lorsque d’autres effecteurs du systeme immunitaire
inné sont manquants, notamment par I'induction de la protéine iNOS, mais durant I'infection de souris
sauvages, les IFNs de type I inhibent I'expression d'IFN-y, essentiel a une réponse immunitaire efficace
[380, 381, 384].

Finalement, les études concernant le role des IFNs de type I ont montré un rdle protecteur de ces
IFNs face a des infections par Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae et Cryptococcus neoformans,
par des mécanismes de stimulation des cellules phagocytaires, le maintient d’'une réponse de type Th1 et
le recrutement de leucocytes au site d’'infection [385, 386, 387]. Ce dernier point est néanmoins contro-
versé puisqu'une autre étude montrait que les cellules recrutées n'étaient pas fonctionnelles [388]. Ce-
pendant, des études génétiques portant sur des patients humains anormalement sensibles aux infec-
tions fongiques, notamment a Candida spp. et Histoplasma capsulatum, présentaient des mutations sur
le géne de STAT: de type gain de fonction, suggérant un role néfaste de ces IFNs, possiblement en sup-

primant la réponse inflammatoire de type Ty,17 [389, 390, 391].

Ainsi, les roles multiples des IFNs de type I dans la réponse a divers processus infectieux, par l'in-
termédiaire de mécanismes variés impliquant a la fois les immunités innée et adaptative, de méme que
l'ubiquité de ces IFNs, en font une piece centrale de la réponse aux infections n'ayant été que tres peu

étudiée dans le cadre de la toxoplasmose, a plus forte raison oculaire.

Les interférons de type III

Les fonctions précises des IFNs de type III ne sont pas pleinement élucidées, ce type de cytokines
n‘ayant que relativement récemment été décrit. Néanmoins, il semble désormais certain que ces IFNs
ont un role spécialisé dans la réponse immunitaire au niveau des barriéres physiologiques. En effet, alors
que les récepteurs aux IFNs de type I sont répartis de maniere ubiquitaire dans l'organisme, les récep-

teurs aux IFNs de type III, et notamment la sous-unité IFNLR1 de ce récepteur, ne sont exprimés qu'a
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la surface de certains types cellulaires [308]. Ainsi, si les cellules d'origine épithéliale ont été identi-
fiées précocement comme exprimant ces récepteurs, des données récentes indiquent que d’autres types
cellulaires peuvent également les exprimer. Ainsi, au total, bien que toutes ces études n'aient pas été
menées sur des cellules humaines, on a montré I'expression du récepteur aux IFNs-A dans les cellules
suivantes : cellules épithéliales humaines et murines, hépatocytes ex vivo humains et murins, cellules B
humaines, neutrophiles murins, pDCs humaines et macrophages humains (fig. 1.21) [392]. Des données
discordantes existent concernant les pDCs, les cDCs et les BMDCs murines, ainsi que pour les moDCs
humaines. Enfin, les données sont peu claires concernant les cellules endothéliales humaines murines
et les neutrophiles humains. Cette expression différentielle du récepteur suggere une implication parti-
culiere de ce type d'IFNs dans les mécanismes immunitaires innés au niveau des muqueuses et barrieres
physiologiques. Cependant, les premieres fonctions identifiées des IFNs de type III sont impliquées dans
la réponse immunitaire lors de I'hépatite C. Enfin, il semble également que les IFNs de type III aient la
capacité de faire le lien entre les réponses immunitaires innées et adaptatives. Nous allons détailler ces

fonctions dans les sections suivantes.

- Fonctions des IFNs de type III au niveau des barrieres

Des travaux explorant le role des IFNs de type III au niveau du tractus intestinal ont montré que
des souris déficientes en sous-unité IFNLR1 (Ifnlr1 -/-) étaient plus susceptibles a I'infection par le rota-
virus que des souris sauvages, démontrant 'absence de redondance entre le systeme des IFNs de type
I et celui des IFNs de type III dans cette infection [325]. En effet, les souris adultes n'expriment que
de tres faibles quantités d'IFNs de type I et la réponse immunitaire innée au niveau du tube digestif
semble donc reposer grandement sur les IFNs-A [326, 327]. Des infections expérimentales par réovirus
ont montré que les IFNs de type III sont uniquement impliqués dans la défense des cellules constituant
la barriere muqueuse, tandis que les IFNs de type I protégeraient les cellules situées a l'arriére de cette
barriere [326]. D’autres expériences impliquant un virus intestinal, le norovirus murin, qui a la parti-
cularité d’établir une infection persistante dans des cellules particulieres de la muqueuse digestive, ont
montré que les IFNs-A étaient capables de guérir les animaux de ces infections persistantes [330]. Mieux
encore, le traitement par des IFNs-A de souris naives mises en contact avec des souris infectées par ce
méme virus permettait d'empécher I'infection des souris naives [393]. Il a également été montré que,
dans des modeles de souris séverement immunodéprimées, la persistance d’astrovirus génére une ex-
pression basale importante d'IFNs-A par les cellules épithéliales intestinales (IECs), suffisante pour que
les souris résistent aux infections par le norovirus murin et le rotavirus, malgré le phénotype immunodé-
primé de ces animaux [394]. Mais les fonctions des IFNs de type III au niveau de la barriére digestive ne

se limitent pas a la réponse contre les virus digestifs. En effet, de maniére particulierement intéressante
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pour nous, une étude récente a montré que les IFNs-A jouaient un role dans la réponse immunitaire a
l'infection par 'apicomplexe Cryptosporidium parvum [395]. Dans cette étude, la neutralisation des IFNs
de type Il chez des souriceaux provoquait une augmentation significative de la charge parasitaire apres
infection par C. parvum. De plus, in vitro, 'infection de cellules épithéliales intestinales par le parasite
provoquait l'expression d'IFNs-A et d'ISG-15, I'un des ISGs dont I'expression est stimulée par les IFNs-A.
Enfin, la stimulation des IECs par des IFNs-A recombinants humains permettait de limiter l'infection
par C. parvum et d’atténuer la perte de la fonction de barriére en limitant la perméabilité para-cellulaire
de I'épithélium, normalement induite par cette infection [395]. Ceci se traduisait également in vitro, par
une augmentation de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) mesurée sur des cultures d'IECs
traitées par des IFNs-A [395]. Enfin, il semble qu'au niveau du tractus digestif, les IFNs de type III aient
un role de controle de 'homéostasie et de I'inflammation, puisque des souris Ifnlr -/- montrent une exa-
cerbation de l'inflammation consécutive a une colite induite chimiquement, par comparaison avec les
souris sauvages [396, 397].

Les IFNs de type III semblent jouer également un role important au niveau de la barriére hémato-
encéphalique (BHE), bien que celui-ci ait été moins exploré, et quasi-exclusivement sur des modeles
murins. Ainsi, des études récentes ont montré que les IFNs-A étaient capables de limiter le passage du
West Nile Virus (WNV) de la circulation sanguine vers le compartiment encéphalique par un méca-
nisme semblable a celui décrit pour la barriére intestinale dans le cadre de l'infection par C. parvum
[398]. En effet, ce mécanisme consiste en une diminution de la perméabilité de la BHE, se traduisant
au niveau moléculaire par une majoration de la colocalisation des molécules des jonctions serrées ZO-1
et Claudine-5 (fig. 1.22) [398]. Cela se traduisait également par une augmentation de la TEER mesurée
sur des cultures de cellules endothéliales microvasculaires de souris, lorsquelles étaient traitées par de
I'IFN-A [398]. Une autre étude, concernant le virus de la fievre jaune (YFV), montrait que des souris dé-
ficientes en récepteurs aux IFNs de type III n‘étaient pas plus susceptibles a l'infection que des souris
sauvages. Néanmoins, des souris déficientes a la fois en IFNs de type I et de type III développaient des
infections bien plus séveres que les souris uniquement déficientes en récepteurs aux IFNs de type 1 [399].
La mortalité était, 1a également, corrélée a la perméabilité de la BHE. Par ailleurs, les souris doublement
déficientes présentaient un profil immunitaire particulier ou l'activation des cellules T était inhibée, la
balance cytokinique perturbée en faveur des cytokines anti-inflammatoires, et la fréquence des diffé-
rentes lignées cellulaires hématopoiétiques exprimées modifiée [399]. Lensemble de ces données sug-
gérait un role neuroprotecteur et immunomodulateur des IFNs de type III dans le cadre de l'infection
par le YFV. Bien que ces études aient été menées sur des cellules d'origine murine ou sur des modeles
animaux, il semble que des cellules endothéliales microvasculaires de cerveau immortalisées peuvent

répondre a certains stimuli (ligands synthétiques mimant de I'’ARN viral ou infection virale) en expri-
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F1G. 1.22 : (Colocalisation des protéines de jonctions serrées ZO-1 (vert) et Claudine-5 (rouge) de cellules
endothéliales stimulées ou non par du LPS et traitées ou non par de I'I[FN-A, par immunofluorescence

(A) et calcul du coefficient de colocalisation (B) (Lazear et al., 2015)

mant d'importantes quantité d'IFN-A [400]. De plus, lorsqu'elles étaient stimulées par de petites doses
de ligand, les cellules exprimaient plus fortement les IFNs-A que -3, suggérant une expression préféren-
tielle des IFNs de type III dans cette situation [400].

Les données sont de plus en plus nombreuses concernant le role probablement crucial des IFNs
de type III au niveau de la barriére placentaire [401]. Un point d’'une particuliere importance réside
dans l'expression, a haut niveau, d'IFNs-A de maniere basale par le trophoblaste humain en 'absence de
toute infection [402, 403, 404]. Ainsi, du milieu de culture de cellules trophoblastiques humaines, non-
infectées, a terme, a un effet inhibiteur puissant a 'encontre de virus tératogénes a ARN ou ADN, tels
que le virus Zika (ZIKV), le virus de la rubéole (RuV), le cytomégalovirus (hCMV), le virus varicelle/zona
(VZV) et ’herpes 1 (HSV1) [402, 403, 404, 405]. Par contraste, ce méme milieu n’était pas capable d’inhi-
ber la prolifération des agents tératogénes non-viraux que sont la bactérie Listeria monocytogenes et le
parasite qui nous intéresse, I. gondii [402]. Il s'avére que ce milieu est trés riche en IFNs-A, ainsi qu'en
autres facteurs antiviraux. Néanmoins, en utilisant diverses techniques permettant d'inhiber l'expres-
sion d'IFNs-A dans ces milieux par les cellules, ceux-ci perdaient leur effet antiviral. Il semble qu’a ce

niveau, les principales cellules responsables de I'expression d'IFN-A soit les cellules syncytiotrophoblas-
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F1G. 1.23 : Expression d'IFN-A par les cellules trophoblastiques (Wells et al., 2018)

tiques, puisque I'inhibition de la transformation des cellules cytotrophoblastiques en cellules syncytio-
trophoblastiques limitait largement I'expression d'IFNs-A dans le milieu, et inversement. Il a également
été suggéré que l'action des IFNs-A s'effectuait en partie par I'activation d'un rétro-controle positif me-
nant a I'expression d’encore plus grandes quantité d'IFNs de type III, de maniére autocrine et paracrine
(fig. 1.23) [403, 404, 405]. Des études réalisées in vivo, utilisant des modéles murins, ont également mon-
tré que les IFNs-A étaient capables de limiter l'infection et la transmission verticale du ZIKV [406, 407].
Cependant, les barrieres placentaires, humaine et murine, sont fort différentes 'une de l'autre. Ainsi,
bien qu'il soit possible que la fonction des IFNs de type Il au niveau de cette barriere soit partagée entre
de nombreuses especes, les mécanismes sous-jacents sont probablement tres différents [401].

Au niveau du tractus respiratoire, les IFNs-A ont montré avoir un role protecteur sur I'infection parle
virus de la grippe et d’autres virus respiratoires qui semble, dans ce cas, étre redondant avec la fonction
des IFNs de type I [408, 409]. En revanche, les IFNs de type III sont beaucoup plus fortement expri-
més au niveau de I'épithélium nasal de la souris apres infection par des virus respiratoires, surtout lors
de doses infectantes faibles [328, 410, 411]. De plus, le role important joué par ces IFNs au niveau du
tractus respiratoire a pu étre démontré chez la souris, ou des individus Ifnlr1 -/- développaient fréquem-
ment des infections respiratoires basses consécutivement a une infection haute par le virus de la grippe,
la ot ce n'était pas le cas pour les souris sauvages [412]. Il semble également que les IFNs de type III
aient un role important dans la prévention de la transmission interindividuelle des virus respiratoires

[412]. I est également intéressant de noter que des travaux récents ont identifié les IFNs-A comme un
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facteur important de la réponse immunitaire a l'infection pulmonaire par le champignon filamenteux
Aspergillus fumigatus [413]. Cette réponse aboutissait a un controle de I'infection grace a l'effet délétere
des ROS sur ce dernier, 'expression de ROS étant elle-méme stimulée par l'activation d'une voie de si-
gnalisation dépendante de STAT1 et IFNLR1 [413]. Enfin, au niveau de ce tractus respiratoire, l'effet des
IFNs-A ne semble pas toujours étre bénéfique au sujet infecté. En effet, il a été montré que des souris
Ifnlr1 -/- expérimentalement infectées par les bactéries Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
et Klebsiella pneumoniae présentaient une charge bactérienne et des lésions tissulaires moindre que les
souris sauvages ayant subis ces mémes infections [414, 415, 416]. En effet, les IFNs-A sont capables, par
des mécanismes divers ayant été associé pour l'instant aux protéines programmed cell death protein 4
(PCDP4), IL-1f et au microRNA-21, de générer une forte réponse inflammatoire, délétere pour les tissus,
et favorisant la conduite de l'infection. De plus, dans le cas particulier de K. pneumoniae, les IFNs-A sont
responsables d'une dégradation de I'intégrité épithéliale, ce qui parait contradictoire avec les résultats
des études réalisées au niveau de la BHE et du tractus digestif [416]. Ces mécanismes sont encore mal
compris, mais il est clair que, concernant les infections bactériennes, les IFNs de type I1I peuvent s’avérer

déléteres dans un contexte particulierement inflammatoire [392].

- Fonctions des IFNs de type III dans les hépatites

Les IFNs de type III ont été largement étudiés dans le cadre des infections par les virus des hépatites,
et notamment de 'hépatite C. En effet, les IFNs-A ont été précocement identifiés, par des études géné-
tiques, comme un élément central déterminant la progression de I'hépatite C ainsi que la réponse aux
traitements par IFN-a [417]. Ainsi, il a été possible d’'identifier des single nuclotide polymorphisms (SNPs)
corrélés a des phénotypes de « chronicisation » accrue de l'infection ou d’échec de traitement (fig. 1.24)
[418]. Les patients atteints d’hépatite C chronique, en comparaison avec des patients présentant des
inflammations hépatiques d’autres origines, présentent une expression accrue d'IFNs-A, associée a une
expression accrue d’'ISGs, mais les taux les plus élevés d'ISGs et d'IFN-A4 sont corrélés a une mauvaise
évolution de l'infection [419, 420, 421, 422]. Le lien entre I'infection par le virus de 'hépatite C (VHC) et
l'expression d'IFNs de type Il a pu étre montré par l'utilisation d'un modéle animal de chimpanzé [423].
De méme, des études in vitro ont montré que l'infection par le VHC de cultures de cellules primaires de
foie foetal humaines provoquait I'expression, par ces cellules, d'IFNs-A [424, 425]. Enfin, la stimulation de
lignées de cellules hépatiques par les IFNs de type III permet la limitation de la réplication virale [425].
Cependant, cet effet ne reflete probablement pas la physiologie in vivo, 'usage de cultures cellulaires ne
pouvant mimer la complexité de la réponse immunitaire in vivo lors de 'hépatite [417].

La recherche concernant le role de ces IFNs dans I'hépatite C semble s'étre atténuée récemment,

probablement en raison de l'existence de traitements médicamenteux révolutionnaires et extrémement



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Table 1 Selection of important SNPs in the IFNL signaling cascade

76

Impact on
expression (minor Impact on virus replication Impact on adaptive immune
Gene SNP Nucleotides Localization allele) (minor allele) functions (minor allele) Reference
IFNL4? 1s12979860 Major: C/C — Reducing IFNL3 HCV: reduced IFN-o treatment 49, 71-75
(IFNL3) Minor: C/T, T/T response, lower rates of
spontaneous clearance
Acute CMV: reduced replication
None® rs8099917 Major: T/T — Reducing IFNL3 HCV: reduced IFN-o treatment ~ Acute CMV: less priming 71-74
Minor: T/G, G/G response, lower rates of of CMV-specific T cells
spontaneous clearance
Acute CMV: reduced replication
IFNL4? rs10853727 Major: A/A ? Higher post-vaccine 76
(IFNL3) Minor: A/G, G/G measles titers
IFNL4 55469415590 Major: T/T CDR Frameshift, causing  HCV: reduced IFN-o treatment ? 20, 21
(rs368234815) Minor: T/AG, AG/AG IFNL4 expression response, lower rates of
spontaneous clearance
IFNLR1 rs10903035 Major: A/JA 3" UTR ? HCV: reduced IFN-o treatment ? 77

Minor: G/A, G/G

response, lower rates of
spontaneous clearance

2 Originally some SNPs were assigned to or close to IFNL3; however, with the discovery of IFNL4,2! there are various changes. We show both locations, although the rs129
79860 and the rs10853727 have their ‘true’ location in IFNL4.
® Originally the SNP rs8099917 has been assigned to IFNL3; however, its true location is between IFNL4 and IFNL4P1.
?, not known.

F1G. 1.24 : Tableau représentant les SNPs important dans I'évolution et la réponse au traitement de 'hé-

patite C (Egli et al., 2014)

simples d'utilisation ayant dramatiquement changé le pronostic de cette infection. Néanmoins, le role

des IFNs de type III dans d’autres type d’hépatites, notamment les hépatites B et D est désormais étu-

dié. Ainsi, il a été montré que le polymorphisme du gene de 'l[FN-A3 est un important prédicteur de la

réponse a l'interféronothérapie dans le cadre de I'hépatite B [426]. En revanche, les SNPs étudiés pour

leur influence sur la progression de I'hépatite D n'ont pas montré d’influence sur le cours de l'infection

[427].



Chapitre 2

Objectits

77



CHAPITRE 2. OBJECTIFS 78

2.1 Interférons de type I et III et toxoplasmose oculaire : une piste
de recherche innovante

Les informations concernant le role des IFNs de type I et Il au cours de la toxoplasmose, et a plus
forte raison de la toxoplasmose oculaire sont extrémement parcellaires. Néanmoins, au cours de sa these
dans notre laboratoire, Elise Rochet avait réalisé un transcriptome de la voie JAK-STAT d’yeux de souris
infectées selon le modéle de récurrence exposé plus haut [254]. Il avait alors été constaté une diffé-
rence majeure, entre le modeéle sensible (souris C57BL/6) et le modele résistant (souris Swiss-Webster),
d’expression de plusieurs ISGs dont I'expression est stimulée par les IFNs de type I ou II, telles que les
protéines ISG-15, OAS-1, ou SOCS-3. En l'occurrence, les souris Swiss-Webster exprimaient ces ARN en
beaucoup plus grande quantité que les souris C57BL/6 [254]. Il était alors tentant d'imaginer un lien
entre cette expression accrue d’'ISGs des voies des IFNs de type I et III et le phénotype de résistance ex-
hibé par ces souris. Et en effet, plusieurs éléments issus d'études antérieures montrent qu'il s'agit d'une
piste de recherche intéressante. Nous allons présenter ici successivement les éléments concernant les
IFNs de type I et de type III.

En 2014, Beiting proposait de rouvrir le dossier du role des IFNs de type I dans les infections a para-
sites protozoaires [428]. Ainsi, des études anciennes avaient déja exploré le role des IFNs de type I dansle
cadre de la toxoplasmose. En 1991, Orellana et al. montraient que I'I[FN-f potentialisait l'effet protecteur
de I'TFN-y dans un modeéle murin d’infection systémique [429]. Quelques années plus tard, Nagineni et
al. publiaient les résultats d’expériences de prolifération parasitaire in vitro sur cultures de RPEC, dans
lesquelles ils montraient une inhibition de la prolifération parasitaire lorsque ces cellules étaient stimu-
lées par des IFNs de type I (-a et -B) [430]. Il semble que ce champ de recherche soit tombé en désuétude
pendant plus d'une décennie, puisque c’est alors en 2013 que Melo et al. publiaient les résultats de leur
analyse transcriptionnelle de macrophages murins infectés par différentes souches de T. gondii [284].
A Toccasion de cette étude, les auteurs montraient que lorsque ces macrophages étaient infectés par
certaines souches toxoplasmiques atypiques et particulierement virulentes, ces cellules exprimaient de
I'TFN-B (fig. 2.1). De plus, cette expression d'IFN de type I était corrélée a la mort du parasite, suggérant un
role actif de défense anti-parasitaire de cet IFN [284]. Néanmoins, il a été suggéré que cette expression
d'TFN-@ puisse étre consécutive a la présence de débris parasitaires dans les cellules infectées, débris
traduisant la mort spontanée de ces toxoplasmes atypiques, peu adaptés a leur hote [M.-A. Hakimi, non
publié]. En effet, la stimulation de ces mémes macrophages murins par des parasites appartenant a des
souches canoniques (type I ou II), inactivés par la chaleur, était responsable d'une importante expres-
sion d'IFNs de type I par ces cellules, la ot 'infection par des parasites vivants ne provoque pas une telle

réaction [431]. Linterprétation des auteurs avait alors été que, si le parasite était potentiellement bien
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responsable d'une expression d'IFNs de type I par ces macrophages, ils possédaient également des méca-
nismes de manipulation de la réponse immunitaire permettant de réprimer cette expression [428, 431].
Cette interprétation se basait notamment sur les résultats d’expériences menées par Rosowski et al., dont
les résultats montraient que dans des cellules stimulées par des IFNs de type I et infectées par T. gon-
dii, la protéine STAT1 migrait normalement vers le noyau mais restait alors associée a 'ADN [432]. De la
sorte, la protéine STAT1 n'était pas recyclée et I'expression des genes, dont était responsable le facteur
de transcription, était réduite. Dans ces expérimentations, ce fait était également constaté concernant
I'TFN-y, qui partage avec les IFNs de type I et III la protéine STAT1 comme élément clef de sa cascade
de signalisation. En 2015, Mahmoud et al. montraient que la stimulation de macrophages murins et de
fibroblastes embryonnaires par des IFNs de type I et notamment I'I[FN-§, limitait la croissance du para-
site in vitro. Ces auteurs montraient également que l'effet de I'TFN- n'était pas médié par I'expression
de réactifs oxygenes ou d'IDO [433]. En revanche, bien que le mécanisme par lequel I'TFN-f inhibait la
croissance parasitaire dans ce modeéle n‘ait pas été décrypté, les auteurs ont pu identifier la protéine im-
munity-related GTPase M1 (IRGM1), qui était recrutée a la surface de la VP apres stimulation par I'TFN-§,
comme un élément nécessaire a I'inhibition de la croissance parasitaire [433]. Enfin, un article de 2015
prenait le contre-pied des précédents, en montrant que, dans des modéles in vitro humains et murins,
ainsi qu'in vivo murins, le facteur de transcription IRF3, élément essentiel a I'expression des ISGs dans
les suites d'une stimulation par les IFNs de type I, avait un effet pro-parasitaire, favorisant la croissance
de T. gondii [434]. lls décrivaient ainsi une cascade de signalisation dénommée parasite-IRF3 signaling
activation (PISA), faisant intervenir diverses protéines telles que cGAS, STING et TBK1, indiquant que
cette cascade était déclenchée par 'ADN toxoplasmique (fig. 2.2). Il ne semble cependant pas que ces
recherches aient été poursuivies plus avant. Enfin, tres récemment, une étude montrait que les IFNs de
type I étaient important pour le controle de la prolifération parasitaire lors d'infections expérimentales
de modeéles murins, notamment en favorisant I'expression d'IFN-y par les cellules NK, et que l'effecteur
toxoplasmique TgIST permettait au parasite de limiter la réactivité des cellules aux IFNs de type I en
inhibant la voie de signalisation dépendante du couple STAT1/STAT2 [435].

Du coté des IFNs de type III, on ne note quasiment aucune recherche en lien direct avec T. gondii, si ce
n'est une expérience visant a déterminer si du milieu de culture de cellules trophoblastiques humaines,
riche en IFNs-2, avait la capacité d’inhiber la croissance du parasite [401]. Ainsi, le modéle d’étude du
role des IFNs-A le plus proche de la thématique qui nous intéresse est celui évoqué plus haut, de I'infec-
tion intestinale par C. parvum [395]. T. gondii, au cours du processus infectieux, doit traverser plusieurs
barriéres. Ainsi, avant d'infecter I'ceil, le parasite traverse la barriere intestinale, puis la BHR, qu’elle soit
externe ou interne. Dans le cas de la BHRe, la barriére est principalement constituée de RPEC rendues

peu perméables a I'aide de jonctions serrées. Alternativement, dans le cas de la BHRI, cette barriére est
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2015)

principalement constituée de cellules endothéliales rétiniennes, elles aussi fortement liées les unes aux
autres par des jonctions serrées. En 2016, Nogueira et al. publiaient un article dans lequel il était montré
qu'in vitro, sur culture de RPEC, l'infection par T. gondii (ici une souche RH, de type I, particulierement
agressive) provoquait tres rapidement, dés une heure, une disjonction des jonctions serrées induisant
mécaniquement une augmentation de la perméabilité para-cellulaire (fig. 2.3) [436]. Cet effet est pro-
bablement a rapprocher de celui constaté par Ferguson et al. dans leur modéle d’infection intestinale
par C. parvum [395]. Dans ce cas, comme dans le cas de I'infection encéphalique par le West Nile Virus,
la stimulation cellulaire par des IFNs-A permettait de rétablir 'imperméabilité des barrieres intestinale
et hémato-encéphalique, respectivement [395, 398]. Ceci se traduisait par une limitation de la traversée
de ces barrieres par ces micro-organismes respectifs, C. parvum et le WNV.

Les résultats de ces différentes études, associés aux découvertes antérieures de notre laboratoire
concernant l'expression accrue d’ISGs des IFNs de type I et III dans le modéle murin résistant de récur-
rence de TO, laissent donc a penser que le role de ces IFNs est un sujet important a explorer. Des études
concernant ces IFNs pourraient permettre d’éclaircir un peu plus le mécanisme de réponse immunitaire

lors cette infection particuliere.
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F1G. 2.3 : La disjonction des cellules du RPE suite a une infection 7. gondii (souche RH) a o h (A & B),
2het4h (D &E) post-infection. Les zones de déhiscence sont indiquées par une étoile (Nogueira et al.,

2016)
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2.2 Objectifs de recherche

Comptes tenus des éléments évoqués précédemment, nous avons posé I'hypothése que les IFNs de
type I et III jouent un role protecteur lors de la réponse immunitaire a l'infection de l'ceil par T. gondii.
l'objectif principal de notre travail était donc d’explorer le role des IFNs de type I et II dans la réponse im-
munitaire lors de la TO. Pour ce faire, plusieurs méthodes expérimentales ont été envisagées, se basant,
pour certaines, sur 'expérience du laboratoire, notamment en termes de modele murin de récurrence

de TO [254]. Ainsi, deux volets de cette recherche ont été développés :

* un volet in vitro : celui-ci consiste en une exploration préliminaires des mécanismes sous-jacents
aun potentiel role des IFNs de type I et Il au cours de la toxoplasmose oculaire, pas la détermina-
tion, notamment, de la présence de récepteurs fonctionnels de ces IFNs sur les cellule rétiniennes
humaines, d’'une réactivité de ces cellules aux stimulations par les IFNs concernés, ou encore a un
role de ces IFNs dans la prolifération, in vitro, de Toxoplasma gondii. L'essentiel des résultats pu-
bliables en I'état obtenus au cours de cette thése répondent a des questions posées dans ce volet

de notre recherche.

- un volet in vivo, tirant parti de 'expérience de notre laboratoire dans le développement d’'un mo-
dele murin de récurrence de TO. Ce volet vise principalement a évaluer, in vivo, l'expression des
IFNs concernés au sein de la rétine murine suite a une récurrence toxoplasmique, tant en termes
de localisation au sein du tissu qu'en termes quantitatifs. Iz fine, l'altération de certaines voies des
IFNs de type I ou III dans notre modéle murin devrait permettre de déterminer I'importance, in
vivo, de ces voies dans le développement de formes plus ou moins séveres de TO dans notre mo-
dele. Au cours de cette these, les expériences réalisées ont eu pour but principal de préparer et
perfectionner les protocoles nécessaire a cette étude. Les résultats obtenus dans ce cadre seront

donc présentés en perspectives de recherche.
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3.1 Matériel

3.1.1  Cellules

Plusieurs types cellulaires ont été utilisés pour les diverses expériences que nous avons réalisées in

vitro :
» Cellules microgliales issues de la lignée de cellules humaines ChME5 [437];

- Cellules ARPE-19, cellules humaines d’épithélium rétinien pigmentaire, que nous nous sommes

procurées aupres de 'entreprise ATCC" [438];
* Cellules de Miiller de la lignée humaine immortalisée MIO-Mz1 [89];
- Astrocytes issus de la lignée humaine U-18 MG [439].

Les différentes souches cellulaires étaient maintenues en culture dans un milieu adapté (tableau
3.1) dans des flacons de culture de 75 cm?, en incubateur a 37°C sous 5% de CO2. Les cellules étaient
repiquées par trypsination, centrifugation 5 minutes a 1 200 tr/min, remise en suspension et répartition

dans les nouveaux flacons 3 fois par semaine (en général les lundi, mercredi et vendredi).

Tas. 3.1 : Composition des milieux de culture des différents types cellulaires utilisés

Cellules Milieu SVF  Streptomycine/Pénicilline Glutamine
Microglie DMEM 10% 10 pug/ml 2 mM
Astrocytes DMEM 10% 10 pug/ml 2mM

Cellules de Miiller DMEM 10% 10 pg/ml 2mM
RPEC DMEM/F-12K (1/1) 10% 10 pug/ml 2 mM

3.1.2 Parasites

Deux souches différentes de T. gondii ont été utilisées pour la réalisation des expériences, une souche
de type I, RH, et une souche de type II, Prugniaud (Pru). Les deux souches étaient maintenues différem-

ment :

- La souche RH de T. gondii, a été isolée en 1941 au cours d'une encéphalite. La virulence de cette
souche autorisait un maintient in vivo. Techniquement, le vendredi, des souris étaient infectées
par voie intrapéritonéale. En cas de signes cliniques d’'infection (atteinte de points limites), gé-

néralement le lundi ou mardi suivant, les souris infectées étaient sacrifiées, et le liquide d’ascite
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prélevé dans 3 ml de phosphate buffer solution (PBS). Le vendredi, 10% du prélevement d’'une sou-

ris était utilisé pour infecter une autre souris.

- La souche Pru a été isolée lors d'une toxoplasmose congénitale sévere en 1964. La virulence de
cette souche ne permettant pas un maintient sur souris (la souche étant kystogene, elle ne permet
pas de récupérer facilement des tachyzoites), celle-ci était cultivée sur cellules MRCs en flasques
75 cm?. Les parasites étaient prélevés une fois les cellules détruites par ces derniers, alors en solu-

tion.

Dans les deux cas, une fois les parasites prélevés et en solutions, celles-ci étaient soumises a une
double centrifugation, la premiere pendant 5 minutes a 1 200 tr/min, a I'issue de laquelle le surnageant
était conservé puis re-centrifugé pendant 5 minutes a 3 0oo tr/min. A I'issue de cette seconde centrifu-
gation, les parasites étaient remis en suspension dans du PBS puis conservés a 4°C jusqu’a utilisation, au

plus tard 4 h apres la récolte pour la souche Pru et 72 h apres la récolte pour la souche RH.

3.1.3 Cytokines

Tous les interférons recombinants utilisés dans les expériences décrites ci-dessous ont été comman-
dés aupres de la société PeproTech (Neuilly sur Seine, France). Les références des produits utilisés sont
indiquées dans le tableau 3.2. Les cytokines étaient utilisées aux concentrations de 20 ou 5 ng/ul selon

l'expérience considérée (indiqué dans la section « Méthode »).

Tas. 3.2 : Liste des interférons recombinants utilisés au cours des différentes expériences (PeproTech,

France)

Cytokine Référence catalogue
IFN-B humain 300-02BC
IFN-A1 humain 300-02K
IFN-A2 humain 300-02L

IFN-y humain 300-02
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3.2 Meéthodes

3.2.1 Quantification de I'expression de cytokines par PCR quantitative (qPCR)
Préparation des échantillons

Concernant I'évaluation de la réactivité des cellules rétiniennes aux interférons de type I et II, celles-
ci étaient mises sur plaques 24 puits a la concentration de 50 0oo cellules par puits a Jo, laissées a I'in-
cubation pendant 48 h puis stimulées par des IFNs recombinants (IFN-A1, IFN-A2, IFN-{ et IFN-y) a une
concentration de 20 ng/ml, pendant 24 h. Ainsi, les cellules étaient récupérées a J3.

Concernant I'évaluation de I'expression de genes par les cellules rétiniennes suite a I'infection par
T. gondii, celles-ci étaient mises sur plaques 24 puits a la concentration de 50 ooo cellules par puits a
Jo, laissées a l'incubation pendant 48 h puis infectées par des parasites sous forme de tachyzoites en
suspension, avec un ratio de 1 parasite/cellule. Les cellules étaient récupérées a Ho, H1, H3, H6, Hi2 et

Hz24 apres l'infection.

Extraction d’ARN et rétrotranscription

Les cellules destinées a la mesure de I'expression de génes par quantification des ARNm étaient ly-
sées par adjonction de NucleoZol (Mascherey-Nagel, France). Lensemble du volume de lysat dans le ré-
actif était alors conservé a -20°C jusqu'a extraction des ARNs selon les recommandations du fabriquant.
La concentration et la pureté de la solution finale ’ARN étaient mesurées a l'aide d'un spectrophoto-
metre (NanoDrop, ThermoFisher, France). Un microgramme d’ARN était alors rétro-transcrit en ADN
complémentaire (cDNA) a l'aide du kit gScript cDNA synthesis kit (Quantabio, Beverly, MA) selon les re-

commandations du fabriquant. Les solutions de cDNA étaient conservées a -20°C entre les utilisations.

PCR quantitative en temps réel

La quantification de cDNA était effectuée al'aide d'un thermocycleur CFX Connect (BioRad, France).
Tous les échantillons étaient dénaturés pendant 3 minutes a 95 °C, puis s'en suivait un cycle répété 40
fois qui différait selon les amorces utilisées. La séquence des paires d’amorces utilisées pour chaque
géne mesuré (ISG-15, OAS-1, IFN-A1, IFN-A2/3, IFN-@, IFN-y, IDO et GAPDH [glycéraldehyde 3-phosphate
déshydrogénase]) ainsi que le cycle d’amplification correspondant sont précisés dans les tableaux 3.3 et
3.4. A chaque qPCR, un témoin négatif, un témoin positif et 4 échantillons standards correspondant a
une gamme étalon étaient également amplifiés afin de juger de la fonctionnalité de la PCR, sa spécificité,
I'absence de contamination et permettant de déterminer le nombre de copies ’ARNm du géne testé.

Lexpression des genes candidats était normalisée sur la quantification du géne rapporteur GAPDH.
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TaB. 3.3 : Liste des amorces utilisées pour la mesure de I'expression des différents genes testés

Géne

Sens

Antisens

GAPDH 5’-AGC AAT GCC TCC TGC ACC ACC AAC-3’
IFN-A1 5’-CTG GAG GCA TCT GTG ACC-3’

IFN-A2/3 5°-GCC TCT GTC ACC TTC AAC CTC-3’

5’-CCG GAG GGG CCA TCC ACA GTC T-3’

5’-TGG GTT GAC GT CTC ACA CA-3’

5’-GGA GGG TCA GAC ACA CAG GT-3’

IFN-y 5’-GAG TGT GGA GAC CAT CAA GGA-3’ 5’-CTG TTT TAG CTG CTG GCG AC-3’
IFN?S 5’- AAC TGC AAC CTT TCG AAG CC-3’ 5’- AGA AGC ACA ACA GGA GAG CA-3’
ISGi5 5’-CTG AGA GGC AGC GAA CTC AT-3° 5’- AGC ATC TTC ACC GTC AGG TC-3’
OAS1 5’-GAG CTC CTG ACG GTC TAT GC-3’ 5’-TCC AGG ATC ACA GGC CTG GG-3’
IDO 5’-GAT GC TCA CCA TGG CAT ATG T-3’ 5’ TCT TGG AGA GTT GGC AGT AAG GA-3’

TaB. 3.4 : Cycles damplification utilisés pour les différents génes testés

Géne

Dénaturation Appariement Elongation

GAPDH
IFN-\1
IFN-A2/3
IFN-y
IFN-B
ISG15
OAS1
IDO

10” 4 95°C
10” 4 95°C
10" a 95°C
10" a 95°C
10”4 95°C
10” a 95°C
10" a 95°C

10" a 95°C

10”4 60°C
40" a 60°C
30" a61°C
30”4 62°C
10” 4 63°C
10" a4 65°C
10" 4 65°C

10” 4 60°C

15" a 72°C
NA
NA
NA

15" a 72°C

15" a 72 °C

15" a72°C

10" a 72°C
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3.2.2 Quantification de I'expression de cytokines par western blot
Préparation des échantillons

Les cellules étaient cultivées en boites de Petri 10 cm, jusqua confluence (en général 48 h). Un fois
a confluence, elles étaient stimulées par les IFNs recombinants (IFN-A1, IFN-A2, IFN- et IFN-y) a une
concentration de 20 ng/ml, en plus d'une boite controle non stimulée, pendant 24 h. Ces cellules étaient
récoltées par trypsination, centrifugation puis lavage deux fois au PBS. Ces cellules étaient ensuite re-

prises dans 350 pl d'un mélange d’inhibiteurs de protéases (PIC), puis lysées par sonication.

Western blot

Les échantillons étaient centrifugés a 10 ooo G pendant 30 min. Le dosage des protéines était ef-
fectué par la méthode de Bradford avec une gamme étalon de BSA (allant de o a 1 mg/ml). La densité
optique a 590 nm était analysée par spectrophotomeétre permettant d’établir une droite de régression a
partir de la gamme étalon et de déterminer la concentration en protéines totales de nos échantillons.
Un gel d’électrophorese 10% d’acrylamide était utilisé pour analyser les extraits protéiques. Le volume de
chaque échantillon pour 30 ug de protéines totales était calculé, volume auquel était ajouté un tampon
de dissociation. Le mélange pour chaque échantillon était alors incubé 5 min a 100°C. Les échantillons
étaient ensuite déposés dans les puits du gel (30 pl) en paralléle de 8 ul de marqueur de poids molé-
culaire protéique (BlueStar Prestained Protein Marker, Nippon Genetics Europe GmbH). La migration
se faisait a 200 V pendant 60 minutes dans un tampon de migration (BioRad, France). Les protéines
étaient transférées du gel a une membrane de polyfluorure de vinylidéne (PVDF) préalablement activée
dans de I'’¢thanol a 100%. Le transfert avait lieu pendant 60 min a 200 mA dans du tampon de transfert
(tampon de transfert BioRad 100 ml + éthanol 200 ml + eau distillé 700 ml pour 11 de solution). A la fin
du transfert, la membrane était incubée 1 h sous agitation dans une solution de blocage (100 ml de PBS
contenant 5% de lait en poudre avec 200 pl de tween pour 100 ml de solution). Les membranes étaient
ensuite lavées 3 fois 10 minutes a l'aide d'un tampon de lavage (11 de PBS + 500 pl de tween pour 1 litre
de solution). Les membranes étaient ensuite incubées une nuit sous agitation a 4°C avec des anticorps
primaires monoclonaux de souris anti-actine dilués a 1/10 0oo et anti-ISG15 dilués a 1/2 ooo (références
des anticorps dans le tableau 3.5) dans un tampon de dilution (100 ml de PBS + 50 pl de tween et 0,1 g de
lait pour 100 ml de solution). Les membranes étaient ensuite lavées 3 fois a 'aide du tampon de lavage
avant d’étre incubées 45 min a température ambiante et sous agitation avec les anticorps secondaires di-
rigés contre les anticorps primaires (anticorps de chévre anti-souris, tableau 3.5) dilués a 1/10 ooo dans
du tampon de dilution, puis elles étaient lavées 3 fois a 'aide du tampon de lavage. La révélation se fai-

sait a 'aide d'un substrat chimio-luminescent. Une solution composée d'un mélange a volume égal de
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TaB. 3.5 : Anticorps utilisés pour les western blots

Cible Type Fabriquant Réf. catalogue
Anticorps primaires
ISG-15 souris, monoclonal Santa Cruz Biotechnology $c-166755
Actine souris, monoclonal Sigma Aldrich Asa41
Anticorps secondaires
Souris  chévre, polyclonal Abcam abs870

péroxydase et luminol (kit SuperSignal West Pico PLUS, ThermoScientific, France) était déposée sur la
membrane. La lecture se faisait au ChemiDoc (BioRad, France) et le logiciel ImageLab (BioRad, France)

permettait 'acquisition des images.

3.2.3 Mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER)
Préparation des cellules et infection

Les cellules de RPE étaient mises en culture dans des plaques 24 puits sur des inserts d'une surface de
0,33 cm? en polycarbonate micro-perforés (micro-perforations de 0,4 um) (Merk Millipore, Molsheim,
France) a la concentration de 50 0oo cellules par puits. Elles étaient laissées a I'incubation pendant 1
semaine avec changement régulier de milieu de culture. Apres 7 jours, les cellules étaient stimulées par
des interférons humains recombinants -A1 et -A2, a la concentration de 5 ng/ml, ou du PBS. Apres 24 h
de stimulation, les cellules étaient infectées par des parasites sous forme de tachyzoites en suspension,
avec un ratio de 1 parasite/cellule, soit de la souche Pru, soit de la souche RH. Concernant les infections
par la souche RH, une mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) était réalisée a Ho,
Hi, H3, H6, Hi2 et H24 apres l'infection. La durée d’expérimentation était limitée par la virulence de
la souche parasitaire employée qui lysait rapidement les cellules. Concernant l'infection par la souche
Pru, les mesures étaient réalisées a Ho, Hi2, H24, H72, Hg6 et Hi20 apres l'infection. Dans ce dernier cas,
l'expérience durant plusieurs jours, les cellules étaient re-stimulées toutes les 24 h par remplacement du

milieu par du milieu frais contenant de I'l[FN recombinant a la concentration de 5 ug/ml.

Mesure de la TEER

La mesure de la TEER a été réalisée a I'aide d'un ohmmetre Millicell ERS (Merk Millipore, Molsheim,
France) gentiment prété par 'UMR « Procédés Alimentaires et Microbiologiques » (Université Bour-

gogne Franche-Comté, Pr. F. Dalle). Les mesures étaient réalisées sur 4 puits différents, 3 fois par puits a
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chaque point de cinétique. Pour chaque puits, la moyenne des mesures réalisées était calculée, alaquelle
était soustraite la mesure réalisée a travers un insert qui n'avait pas été ensemencé en cellules afin de ne
considérer que la TEER a travers le tapis cellulaire. Afin d'obtenir une mesure interprétable en Q/cm?,

cette valeur était divisée par la surface des inserts en cm?.

3.2.4 Quantification des parasites par PCR quantitative (qQPCR)
Préparation des échantillons

Les cellules étaient mises en culture sur plaques 24 puits a la concentration de 50 ooo cellule/puits.
Apres 7 jours de culture, les cellules étaient stimulées par les différents IFNs utilisés précédemment a
la concentration de 5 ng/ul. Apres 24 h de stimulation, les cellules étaient infectées par le parasite a la
concentration de 50 0oo parasites/puits, soit un ratio parasite/cellule d’environ 1/5. Les parasites étaient
simplement ajoutés au milieu existant, sans changement de milieu dans ce premier temps. Deux heures
apres l'infection, toutes les cellules étaient lavées 2 fois au PBS afin de les débarrasser des parasites n'ayant
pas pénétré les cellules. Un groupe de cellules était alors conservé pour les 22 h suivantes dans du milieu
traité par les différents IFNs a la méme concentration que précédemment, tandis que les cellules d'un
second groupe étaient prélevées par trypsination. Les cellules du premier groupe étaient, quant a elles,
prélevées par trypsination 24 h apres l'infection, la suspension centrifugée pendant 5 min a1 200 tr/min,
le surnageant éliminé et les cellules remises en suspension dans 200 ul de PBS. LADN total, cellulaire et
parasitaire, était alors extrait a I'aide d'un kit commercial Q/Aamp DNA Mini Kit (Qiagen, France) selon

les recommandations du fabriquant.

PCR quantitative en temps réel

L'ADN extrait dans I'étape précédente était utilisé afin de quantifierla charge parasitaire al'aide d'une
technique de qPCR en temps réel. Un mix était réalisé contenant les amorces TgB1-F (5°-GGA ACT GCA
TCC GTT CAT GAG-3’)et TgB1-R (5°-TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC-3’)ala concentration de o,5 M, du
Sso Advanced SYBR Green (BioRad, France) 1x et de I'eau, auquel était ajouté I'extrait ’ADN (18 ul de mix
pour 2 pl d’ADN). Lamplification était réalisée dans un thermocycleur CFX Connect (BioRad, France)
comme suit : aprés 3 min de dénaturation a 95°C, 40 cycles de dénaturation a 95°C pendant 10 s, fusion
a60°C pendant 10 s et élongation a 72°C pendant 25 s. En fin de programme, une courbe de fusion était
réalisée afin de pouvoir juger de la spécificité du produit d’amplification. A chaque qPCR, un témoin
négatif, un témoin positif et 4 échantillons standards correspondant a une gamme étalon étaient égale-
ment amplifié afin de juger de la fonctionnalité de la PCR, sa spécificité, 'absence de contamination et

de la quantification du nombre de parasites dans les échantillons testés.
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3.3 Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec un seuil de significativité a 0,05. La compa-
raison de variables quantitatives entre deux groupes était réalisée a l'aide du test de Student, et celle
entre plusieurs groupes était réalisée a 'aide d'un test ANOVA. Dans ce dernier cas, si le résultat était
statistiquement significatif, on réalisait un test de Dunnett dans le cas de comparaison d'un groupe ex-
périmental a un groupe référence (controle), ou d'un test des étendues de Tukey pour la comparaison
de plusieurs groupes expérimentaux entre eux. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide
du logiciel R via I'interface RStudio. Les tests de Student, ANOVA et de Tukey étaient réalisés a I'aide du

paquet ‘stats’ [440] tandis que le test de Dunnett était réalisé a 'aide du paquet ‘multcomp’ [441].
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4.1 Etude in vitro : résultats consolidés

411 Evaluation de laréactivité des cellules rétiniennes aux interférons de type I et

11

Les mesures réalisées par qPCR nous ont montré que la plupart des types cellulaires testés étaient
réactifs a une stimulation par les IFNs de type III et tous aux IFNs de type I, se traduisant par I'expression
des molécules effectrices ISG-15 et OAS-1. Ainsi, concernant ISG-15, tous les types cellulaires exprimaient
fortement '’ARN de cette protéine en réponse a une stimulation par I'I[FN-f. Lexpression de 'ARN d'ISG-
15 était également fortement stimulée par I'ITFN-A1 dans les cellules RPE et une tendance existait dans les
cellules de Miiller (fig. 4.1). Il existait également une tendance a la stimulation de I'expression d'ISG-15
par I'TFN-y dans les astrocytes, les cellules de Miiller et les cellules RPE ainsi que par 'TFN-A2 dans les
cellules de Miiller (fig. 4.1). Concernant OAS-1, son expression était également fortement stimulée par
l'adjonction d'TFN-$ dans le milieu de culture des cellules, quel que soit leur type (fig. 4.2). Les IFN-A1, -A2
et -y stimulaient également l'expression d'OAS-1 de maniere significative par les cellules microgliales. Il
existait une tendance similaire dans les cellules RPE, a la limite de la significativité.

Afin de rechercher d’éventuels mécanismes d’auto-stimulation ou de stimulation croisée entre les
différents interférons, nous avons également mesuré 'expression des ARNs des différents interférons
utilisés pour stimuler les cellules. Ainsi, nos résultats montrent que dans les cellules astrocytaires, I'ex-
pression d’'IFN-A1 est stimulée par 'IFN-B, alors que dans les cellules microgliales, cette expression est
stimulée par les IFNs-$ et -y (fig. 4.3). Lexpression d'IFN-A1 n'était jamais augmentée dans les cellules
des Miiller ou de RPE, quel que soit I'IFN utilisé. Concernant I'lFN-Az, il existait une tendance a l'aug-
mentation de son expression dans les cellules microgliales stimulées par les IFN-{ et -y, ainsi que dans
les cellules de Miiller lorsqu'elles étaient stimulées par de I'TFN-§ (fig. 4.4). Lexpression d'TFN-§ était
stimulée par I'IFN-$ lui-méme dans les cellules de Miiller et microgliales, mais également par I'IFN-y
dans les cellules microgliales, tandis que la méme tendance était retrouvée dans les cellules de Miiller,
cependant sans significativité statistique (fig. 4.5). Lexpression d'IFN-y n'était modifiée par aucun des
traitements administrés aux cellules, ceci quel que soit le type cellulaire considéré, et restait a un niveau
extrémement faible, difficilement distinguable du « bruit de fond » (fig. 4.6).

Enfin, afin de déterminer si les IFNs de type I et III provoquaient I'expression d'IDO par les cellules
de rétine testées, pouvant constituer un mécanisme de défense vis-a-vis du parasite tel que lors de la
stimulation par I'IFN-y, nous avons mesuré 'expression de ce gene suite a la stimulation par les diffé-
rents IFNs utilisés, de type I, II et III. Ainsi, les cellules microgliales, les astrocytes et les cellules RPE

exprimaient toutes fortement I'IDO en réponse a une stimulation par I'IFN-y mais pas par les autres
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F1G. 4.1: Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d'ISG1s. Les types cellulaires
indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. Point : échantillon;
Barre médiane : moyenne ; Barres supérieures et inférieures : limites de I'écart-type (valable pour toutes
les figures similaires suivantes). La significativité des différences observées est évaluée par rapport au

point contrdle (PBS). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).

interférons (fig.4.7 ). Une tendance existait dans les cellules RPE, lorsqu'elles étaient stimulées par de
I'TFN-B, sans significativité statistique. En revanche, les cellules de Miiller n'exprimaient de '’ARN d'IDO
qu’a un niveau extrémement faible, sans aucune modification liée a la stimulation par les interférons, y
compris 'TFN-y.

Nous n'avons évalué l'expression que de la protéine ISG-15 en réponse au différents IFNs par western
blot. Ces expériences nous montrent que l'expression la plus forte d'ISG-15 par toutes les cellules testées
était consécutive a une stimulation par I'IFN-$ (fig. 4.8), confirmant les résultats obtenus par quantifi-
cation de 'ARNm. Cependant, les astrocytes (A), les cellules de Miiller (B) et les RPEC (C) exprimaient
également de 'ISG-15 en réponse a une stimulation par les IFNs de type I1, et les cellules microgliales (D)

en réponse a la stimulation par 'IFN-A2. Enfin les RPEC exprimaient également de 'ISG-15 en réponse a
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FIG. 4.2 : Effets de la stimulation par différents interférons sur 'expression d’OAS1. Les types cellu-
laires indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité
des différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d’'une expérience

représentative (n = 3).
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FIG. 4.3 : Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d’'IFN-A1. Les types cellu-
laires indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité
des différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d’'une expérience

représentative (n = 3).



CHAPITRE 4. RESULTATS

98

IFNA2

Astrocytes Mdller cells
ANOVA :ns = 0.00100 anova:p-o0es
L . p:D..OSS
0.02 0.00075
0.00050 -
0.01 . ' 1
=} | |-
=] 0.00025
© I w I L
bl - 3 . ! S0 [} il
o PBS B A A2 PBS By Al A2
g RPE cells Microglia
= 0.0125 ANOVA:ns 0.08 anova:pcoos
o p=0.053
é 0.0100 e
™ 0.06 [ |
= 0.0075 e
. 0.04 — )
0.0050 E | ] ‘
£ 0.02 , .
0.0025 . 1 - = —
= N
5.0000 000 L* == L]
PBS By Al A2 PBS B vy Al A2
Stimulation

FIG. 4.4 : Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d’'IFN-A2. Les types cellu-

laires indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité

des différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d’'une expérience

représentative (n = 3).
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FIG. 4.5 : Effets de la stimulation par différents interférons sur 'expression d’IFN-g. Les types cellu-
laires indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité
des différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d’'une expérience

représentative (n = 3).
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FIG. 4.6 : Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d'IFN-y. Les types cellu-
laires indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité
des différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d’'une expérience

représentative (n = 3).
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FI1G. 4.7 : Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d’IDO. Les types cellulaires

indiqués étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. La significativité des

différences observées est évaluée par rapport au point controle (PBS). Résultats d'une expérience repré-

sentative (n = 3).
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la stimulation par I'IFN-y dans une mesure comparable a celle par I'TFN-A2.
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F1G. 4.8 : Effets de la stimulation par différents interférons sur I'expression d’ISG15 évaluée par wes-
tern blot. Les types cellulaires ((A) astrocytes, (B) cellules de Miiller, (C) cellules de RPE et (D) cellules
microgliales) étaient stimulés par les IFNs a la concentration de 20 ng/ml durant 24h. Résultats d’'une

expérience représentative (n = 3).stimulées par différents interférons
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412 FEvaluation de I'expression de génes par les cellules rétiniennes suite a I'infec-
tion par T. gondii

Ces expériences ont montré que I'expression d'IFNs de type III par les astrocytes, les cellules de Miil-
ler et les cellules microgliales était stimulée par I'infection par T. gondii. Ainsi, les astrocytes, comme les
cellules de Miiller, présentaient une nette augmentation de l'expression d'IFN-A1 et IFN-A2/3 24 h apres
l'infection, augmentation de I'expression qui se faisait de maniére croissante au fil de I'infection (figs. 4.9
& 4.10). En revanche, les cellules microgliales répondaient de maniere plus rapide, avec un pic d’expres-
sion situé 3 h apres I'infection, avant un retour rapide, en moins de 3 h, au niveau d’expression basal. Bien
que la méme tendance soit observée a la fois pour I'I[FN-A1 et -A2/3, la différence était statistiquement
significative dans le seul cas de I'TFN-A1 (figs. 4.9 & 4.10). L'expression de ces IFNs par les cellules du RPE

n’était pas stimulée par I'infection.
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FI1G. 4.9 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d'IFN-A1. Les types cellulaires indiqués
étaient infectés durant 24h (MOI 121). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d’'une expérience représentative (n = 3).
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F1G. 4.10 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’'IFN-A2-3. Les types cellulaires in-
diqués étaient infectés durant 24h (MOI 1 1). La significativité des différences observées est évaluée par

rapport au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).
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F1G. 4.11: Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’'ISG15. Les types cellulaires indiqués
étaient infectés durant 24h (MOI 1 1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).

Concernant les molécules effectrices de la voie des IFNs de type I et III, ISG-15 et OAS-1, nos résul-
tats montrent que ni les cellules de Miiller, ni les cellules du RPE, ni les astrocytes, n'en exprimaient en
réponse a l'infection par le toxoplasme (figs. 4.11 & 4.12). Concernant ISG-15, les résultats montrent une
tendance a la diminution de I'expression de cette protéine par les astrocytes, bien que ceci ne soit pas
statistiquement significatif. Les cellules microgliales semblent exprimer, de base, de 'ISG-15 avec une
cinétique difficile d'interprétation dans les suites de l'infection. En revanche, l'expression d’OAS-1 par
ces mémes cellules présentent une augmentation significative en réponse a l'infection, probablement
par un phénomene d’auto-stimulation des cellules microgliales via I'expression des IFNs de type I et I11.

En effet, les cellules microgliales montrent une augmentation significative de 'expression d'IFN-3 en
réponse a l'infection selon une cinétique similaire a celle observée pour les IFNs de type III, c'est-a-dire
un pic d’expression a 3 h p.i. avec un retour a la normale a 6 h p.i. (figs. 4.13). De méme, de facon similaire

a ce qui avait été observé pour les IFNs de type I1I, les astrocytes et les cellules de Miiller montrent
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F1G. 412 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’OAS1. Les types cellulaires indiqués
étaient infectés durant 24h (MOI 11). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).
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F1G. 4.13 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d'IFN-£. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 1 1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).

une augmentation significative de I'expression d'IFN-f 24 h apres l'infection par T. gondii (fig. 4.13). Les

cellules du RPE n'expriment pas plus d'IFN-f en réponse a cette infection.

Enfin, I'IFN-vy est significativement plus exprimé par les cellules microgliales 24 h p.i., a 'inverse

de ce qui était observé lors de l'infection d’astrocytes, qui montrent une diminution significative de la

'expression d’ARN d'IFN-y (fig. 4.14). Concernant IDO, les seules cellules a en montrer une expression

sont les cellules microgliales, mais cette expression n'est pas modifiée par l'infection (fig. 4.15).
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F1G. 4.14 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur 'expression d’IFN-y. Les types cellulaires indiqués
étaient infectés durant 24h (MOI 11). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).
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F1G. 4.15 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’IDO. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 11). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho). Résultats d'une expérience représentative (n = 3).
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4.3 Evaluation de l'effet des interférons de type III et de I'infection par T. gondii
sur la perméabilité de I'épithélium pigmentaire rétinien

Afin de confirmer les résultats obtenus et publiés précédemment par une autre équipe [436], nous

avons dans un premier temps infecté des cellules de RPE par une souche RH sans les avoir préalablement

stimulées. Comme attendu, la TEER diminuait rapidement apres I'infection, avec un résultat quasiment

statistiquement significatif des 4 h (fig. 4.16).
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F1G. 4.16 : Effet de I'infection par T. gondii (RH) sur la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) de
cellules de RPE. Les cellules étaient infectées apres avoir atteint la confluence (MOl 1:1). La significativité
des différences observées est évaluée par rapport au point controle (Ho). Résultats d'une expérience

représentative (n = 3).

Nous avons ensuite procédé a 'expérience, telle que décrite ci-dessus. Lors de I'infection des cellules
par la souche RH, la diminution de la TEER était similaire dans tous les bras expérimentaux, quel que
soit le type de traitement auquel avait été préalablement exposées les cellules. Il existait, dés Ho, une
différence significative de TEER entre les 3 bras, consécutivement aux 24 h de traitement auquel avaient
été soumises les cellules, la TEER étant plus importante dans les bras IFN-A1 et [IFN-A2 par rapport au bras
PBS (fig. 4.17). Concernant I'infection avec la souche Pru, la TEER restait stable pendant les 24 premieres

heures suivant l'infection, puis augmentait drastiquement a partir de H72 dans les bras IFN-A1 et -A2,
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F1G. 417 : Effet de I'infection par T. gondii (RH) sur la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) de
cellules de RPE. Les cellules étaient infectées apres avoir atteint la confluence (MOI1:1). La significativité
statistique des résultats s'entend par rapport au bras PBS pour chaque point de la cinétique.. Résultats

d’une expérience représentative (n = 3).

tandis quelle diminuait progressivement dans le bras PBS.
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F1G. 418 : Effet de I'infection par T. gondii (Pru) sur larésistance électrique trans-épithéliale (TEER) de
cellules de RPE. Les cellules étaient infectées apres avoir atteint la confluence (MOI1:1). La significativité
statistique des résultats s'entend par rapport au bras PBS pour chaque point de la cinétique.. Résultats

d’'une expérience représentative (n = 3).
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41.4 Evaluation de l'effet de la stimulation des cellules du RPE par des interférons

de type I et I1I sur la prolifération de T. gondii

Nous avons chercher a déterminer si les IFNs de type I et III avaient un effet sur la prolifération
parasitaire au cours de l'infection in vitro de cultures cellulaires de RPEC, pouvant constituer un méca-
nisme de protection vis-a-vis du parasite. Nos résultats montrent que la stimulation de cellules de RPE
par I'TFN- permet de limiter la prolifération du parasite sur ces cellules, dans un mesure comparable
a l'effet de I'TFN-y (fig. 4.19). En revanche, la stimulation par I'ITFN-A1 ou I'IFN-A2 ne permettait pas de

limiter la prolifération parasitaire, bien qu'il sembla exister une tendance concernant I'IFN-A1.
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FIG. 419 : Effet de la stimulation par les interférons sur la croissance de 7. gondii (RH). Les parasites
étaient cultivés sur cellules RPE aprés avoir atteint la confluence (MOI1:5). Les cellules étaient stimulées
par les différents IFNs indiqués a la concentration de 5 ng/ml. La significativité statistique des résultats

s'entend par rapport au bras PBS pour chaque point de la cinétique.
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4.2 Etude invitro : résultats provisoires

4.21 Evaluation de I'expression de génes par les cellules rétiniennes suite a I'infec-
tion par T. gondii : souche Pru

Nous présentons ici des résultats d’expériences concernant l'expression de genes par des cellules ré-
tiniennes suite a l'infection par une souche Pru. Ces résultats sont, pour l'instant, incomplets, car il n'ont
pas concernés tous les types cellulaires étudiés précédemment et n'ont pas été répétés suffisamment
pour étre considérés comme définitifs. Ils montrent néanmoins que, lorsqu’elles sont infectées par une
souche Pru, les cellules microgliales expriment, a compter de 4 jours d’infection, de 'IFN-A1 et 2, ainsi
que de I'TFN-{ (figs. 4.20, 4.21 & 4.24). En revanche, concernant les cellules astrocytaires, on ne notait pas
d’autre évolution qu'une diminution progressive, au fil de I'infection, de I'expression des ISGs ISG-15 et

OAS-1 (figs. 4.22 & 4.23).
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F1G. 4.20 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur 'expression d'IFN-A1. Les types cellulaires indiqués
étaient infectés durant 24h (MOI 1:1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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F1G. 4.21: Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d' IFN-Az2. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 111). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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FI1G. 4.22 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’ISG-15. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 1:1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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F1G. 4.23 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’'OAS-1. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 111). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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F1G. 4.24 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d'IFN-@. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 1:1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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F1G. 4.25: Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d'IFN-y. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 121). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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FI1G. 4.26 : Effets de I'infection par T. gondii (RH) sur I'expression d’IDO. Les types cellulaires indiqués

étaient infectés durant 24h (MOI 1:1). La significativité des différences observées est évaluée par rapport

au point controle (Ho) (n =1).
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4.2.2 Evaluation de l'effet de la stimulation de cellules rétiniennes par des interfé-

rons de type I et I1I sur la prolifération de T. gondii

Nous présentons ici des résultats d’expériences concernant l'effet de la stimulation d’autres cellules
rétiniennes que RPE par des interférons de type I et III sur la prolifération de T. gondii. Ces résultats
sont, pour l'instant, incomplets, car il n'ont pas concernés tous les types cellulaires étudiés, tous les types
d'TFNs précédemment, ou n'ont pas été répétés suffisamment pour étre considérés comme définitifs.

Ainsi, des expériences ayant exploré l'effet de la stimulation d’astrocytes par de I'IFN-{ sur la proli-

fération d'une souche Pru montrent que celle-ci reste sans effet (4.27).
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F1G. 4.27 : Effet de la stimulation par I'IFN- sur la croissance de T. gondii (RH). Les parasites étaient
cultivés sur les astrocytes apres avoir atteint la confluence (MOI 1:5). Les cellules étaient stimulées par
I'IFN-B a la concentration de 20 ng/ml. La significativité statistique des résultats s'entend par rapport au

bras PBS pour chaque point de la cinétique. Résultats d'une expérience représentative (n = 3).

En revanche, ces mémes expériences, réalisées avec des cellules microgliales, explorant l'effet de
divers types d'IFNs (o, f3, v, A2), montraient une diminution significative de la prolifération parasitaire
(souche RH) dés 24h d’'infection pour les IFNs-, -A2 et -y (controle positif ), mais pas -a (4.28). Ce résultats
n'ayant été obtenu qu'une seule fois, il devra étre confirmé par la répétition de I'expérience. Néanmoins,
l'effet de I'IFN-f surla prolifération dans ce contexte a pu étre confirmé par la réalisation de courbes dose-
réponse, évaluant la concentration d'IFN-f nécessaire a I'obtention d'un effet inhibiteur de prolifération

parasitaire maximal, atteint a partir de 5 ng/ml (4.29).
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F1G. 4.28 : Effet de la stimulation par 'IFN-{ surla croissance de T. gondii (RH). Les cellules microgliales
étaient mis en présence des parasites apres qu'elles aient atteint la confluence (MOI 1 :5). Les cellules

étaient stimulées par les différents types d'IFNs a la concentration de 20 ng/ml (n =1).
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F1G. 4.29 : Effet de la stimulation par 'FN-§ a concentration croissante sur la croissance de T. gondii
(RH). Les parasites étaient cultivés sur les astrocytes apres avoir atteint la confluence (MOI 1 :5). Les
cellules étaient stimulées par 'IFN-§ a la concentration de 20 ng/ml. Résultats d'une expérience repré-

sentative (n = 2).
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51 La stimulation des cellules de rétines humaine par des interfé-
rons de type I et III est responsable de I'expression d’'ISGs

Une premiere étape de notre étude du role des IFNs de type I et III dans la toxoplasmose oculaire
consistait a déterminer si ces molécules avaient un quelconque effet sur les cellules de la rétine, tradui-
sant ainsi I'existence de récepteurs fonctionnels a ces cytokines sur les cellules concernées, aboutissant
a l'expression de genes en aval de la voie de signalisation concernée. En effet, ce travail n'avait, a notre
connaissance, jamais été réalisé et était un prérequis a la poursuite de nos investigations selon les pro-
tocoles que nous avions imaginé.

Nous avons donc choisi deux genes, ISG-15 et OAS-1, comme marqueurs de l'activité des voies de si-
gnalisation en aval des récepteurs aux IFNs de type I et de type III. Ces genes ont été choisis car il s'agissait
de génes fréquemment utilisés dans ce but de marqueur de l'activité de la voie des IFNs de type I et IIL
De plus, il s'agissait des génes dont, lors d'évaluations réalisées par transcriptome de la voie JAK-STAT,
l'expression était la plus fortement augmentée chez les souris Swiss-Webster (portant un phénotype de
résistance a la toxoplasmose oculaire) en comparaison au souris C57BL/6 (phénotype sensible) dans le
modele de récurrence élaboré auparavant[254]. Nous avons également choisi d’évaluer I'expression, au
cours des mémes expériences, de différents IFNs, -8, -A1, -A2/3 et -y. Lobjectif de ces mesures était de
détecter d’éventuels phénomenes d’autostimulation, de I'expression d'un type d’'IFN consécutive a la sti-
mulation d'un ou d’autres type d'IFNs. Enfin, parce qu'il s’agit d'une molécule essentielle dans 'immunité
anti-toxoplasmique, nous avons choisi d’évaluer I'expression d'IDO en réponse a la stimulation par les
différents IFNs, afin de ne pas méconnaitre une éventuelle origine alternative a I'expression d'IDO que
la stimulation par I'TFN-y.

Comme attendu, I'expression des protéines ISG-15 et OAS-1 était stimulée par I'IFN-$ dans tous les
types cellulaires testés. En effet, les IFNs de type I sont connus pour étre actifs sur un trés grand nombre
de cellules, leurs récepteurs étant répartis de facon ubiquitaire dans 'organisme [308]. En revanche, la
stimulation par des IFNs de type III ne stimulait franchement I'expression de ces protéines que dans
les RPEC. Ces cellules étant un composant principal d'une véritable barriere physiologique, la BHRe, il
n'est pas étonnant de retrouver ce type cellulaire comme particulierement sensible aux IFNs de type
111, dont le mode d’action a été principalement décrit précisément au niveau de barriéres physiogiques
[308]. Cétait principalement I'TFN-A1 qui était responsable d’'une augmentation de l'expression des ISGs,
tandis que I'I[FN-A2 montrait uniquement des tendances, sans différences significatives. Ceci était pro-
bablement dii a des différences de cinétiques d’expression entre ces différents IFNs, comme cela avait
déja pu étre décrit entre différents sous-types d'IFNs-A [418]. Une exception a la situation décrite ci-

dessus résidait dans I'expression d’'OAS-1 par les cellules microgliales suite a la stimulation, non seule-
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ment par I'I[FN-3, mais également les IFNs -A1, -A2 et -y. Ce n’était en revanche pas le cas pour ISG-15. La
protéine OAS-1 étant spécialisée dans I'immunité anti-virale et les cellules microgliales n’étant pas des
cellules structurelles de la rétine, mais bien des cellule spécialisées du systéme immunitaire, il est pro-
bable qu'elles répondent différemment des autres cellules testées a la stimulation par les différents type
d'TFNs, expliquant cette réponse inattendue. Lexpression des ISGs était quasiment systématiquement
plus forte lorsque les cellules étaient stimulées par 'IFN-f que par les IFNs de type III. Ceci pourrait
également s'expliquer par des différences de cinétique existant entre différents types d'interférons, mais
aussi par le niveau d’activation des différents récepteurs en fonction de la dose administrée. Il est a no-
ter que, dans ces expériences, une concentration de 20 ng/ml était utilisée pour chacun des IFNs, ce qui
est une concentration importante concernant des IFNs, bien que relativement standard dans les études
ayant utilisé des protocoles similaires au notre. Néanmoins, il n'est pas a exclure que des concentrations
différentes auraient pu donner lieu a des réponses différentes. Les résultats de 'évaluation par western
blot sont globalement concordant, retrouvant une expression d'ISG-15 par tous les types cellulaires, avec
une expression plus forte suite au traitement par I'I[FN-f. Cependant, la ou elle n'était pas retrouvée par
qPCR, le western blot objectivait une expression d'ISG-15 suite au traitement par les IFNs-A, par les as-
trocytes, les cellules de Miiller et les cellules microgliales, en plus des RPEC. Ces différences peuvent étre
expliquées par le fait que les qPCR et les western blots aient été pratiqués apres le méme délais de sti-
mulation, soit 24 h. Les protéines ayant une durée de vie bien plus longue que les ARNS, il est probable
que l'expression des ARNs aient eu le temps d’augmenter, stimulant ainsi I'expression des protéines dé-
tectées par western blot, puis de redescendre a un niveau basal, expliquant qu'elle n’ait pas été révélée
par qPCR. Il parait donc raisonnable de proposer que tous les types cellulaires testés expriment I'ISG-15
lorsqu’ils sont stimulés pas des IFNs de type I ou III.

Déterminer si des boucles de stimulation existaient entre les différents interférons parait essentiel
afin de pouvoir expliquer les effets de ces interférons. Ainsi, l'expression d'IFN-A1 semblait stimulée par
I'TFN-B dans les astrocytes et les cellules microgliales, ainsi que par 'IFN-y dans les cellules microgliales.
La stimulation de I'expression de I'TFN-A1 par I'TFN-f semble cohérente avec le fait que ces IFNs partagent
de nombreuses fonctions [308]. La stimulation de cette expression par I'IFN-y dans les cellules micro-
gliales n'avait, a notre connaissance, jamais été décrite, et pourrait correspondre a une spécificité de ces
cellules spécialisées du systeme immunitaire. Il est a noter que I'expression d'IFN-A2/3 était, quant a elle,
pas ou peu stimulée par les différents traitements, bien qu'il existat une tendance concernant les IFNs-f
et -y dans les cellules microgliales. Ceci pourrait correspondre a la différence de cinétique entre les diffé-
rents IFNs de type III déja évoquée plus haut. Concernant I'I[FN-f, il est a noter que son expression était
stimulée par 'TFN-y dans les cellules microgliales, indiquant probablement la mise en jeu de la voie des

IFNs de type I lorsque les cellules microgliales se trouvent dans un environnement inflammatoire. Au-
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cun des traitements testés sur nos cellules ne stimulait I'expression d'IFN-y. Enfin, I'expression d'IDO par
les astrocytes, les RPEC et les cellules microgliales, n’était stimulée que lorsqu'elles étaient traitées par
I'TFN-y, ce qui était attendu. Il est cependant notable que les cellules de Miiller n'expriment pas d'IDO,
méme apres une stimulation par I'IFN-y, faisant de ces cellules des cibles idéales pour l'infection par
T. gondii, surtout considérant leur situation en bordure de la vascularisation rétinienne, et donc de la
BHRI.

Ces différents résultats sont intéressants, non seulement dans le contexte de la toxoplasmose ocu-
laire, mais également concernant toutes les infections pouvant affecter le pole postérieur de I'ceil. En
effet, le role des IFNs de type III reste largement méconnu, particulierement dans l'ceil ot il n’a été que
trés peu exploré. Ainsi, les IFNs de type III pourraient avoir un role important lors d’infections virales,
telles que la rétinite a CMV, infection des sujets immunodéprimés dont le virus responsable a déja été
montré étre sensible a l'action des IFNs de type III, ceux-ci limitant la prolifération de ce virus dans
les cellules trophoblastiques [402]. Des champignons aussi peuvent étre responsables d'uvéites posté-
rieures d'origine infectieuse, notamment appartenant au genre Candida, particulierement chez les pa-
tients immunodéprimés ou atteints de fongémie. Le role des IFNs de type Il n’a jamais été exploré dans
les infections impliquant les champignons du genre Candida. Il a, en revanche, été montré que les IFNs
de type III étaient importants lors d'infections pulmonaires fongiques impliquant des champignons fila-
menteux du genre Aspergillus. Ainsi, explorer le role des IFNs de type Il dans la réponse immunitaire lors
d’'infection oculaire par des champignons du genre Candida pourrait s'avérer étre une piste intéressante
de recherche, particuliérement considérant les mécanismes complexes mis en jeu par ces pathogenes
opportunistes lors de la traversée de barrieres physiologiques et anatomiques, par exemple digestive
[442]. Par ailleurs, le role protecteur de I'I[FN- vs-a-vis de C. albicans a déja été montré dans des études
antérieures [387].

Finalement, la seule étude publiée, a notre connaissance, concernant directement les IFNs de type
IIT et I'ceil montrait, dans un modele murin d’'uvéo-rétinite auto-immune, que I'IFN-A2 était responsable
d’une exacerbation d'une maladie auto-immune expérimentale médiée par les cellules T. Ceci se tra-
duisait notamment par une production accrue d’'IL-17 et d'IFN-y aux stades initiaux de la maladie [443].
Ces résultats sont particulierement intéressants compte tenu du fait que ces deux dernieres cytokines

prennent une part primordiale dans la réponse immunitaire lors de la toxoplasmose oculaire [36].
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5.2 Linfection de cellules de rétine par T. gondii stimule I'expression

d'interférons de type I et I11

Nos expériences ont montré que I'infection des astrocytes, des cellules de Miiller et des cellules mi-
crogliales par T. gondii (souche RH) induisait une réponse cellulaire, se traduisant par 'expression d'IFNs
de type I et de type III. Il n'y avait en revanche pas de modification de l'expression de ces IFNs par les
RPEC. L'expression de ces IFNs était plus précoce, 3 h apres l'infection, dans les cellules microgliales que
dans les autre types cellulaires, ceci sexpliquant probablement par la nature de ces cellules spéciali-
sées du systeme immunitaire. Faisant écho a cette expression d'IFNs de type I et III, I'expression d’OAS-1
était également augmentée a partir de 6 h p.i. principalement, dans les cellules microgliales, mais pas
les autres types cellulaires. En revanche, il n'y avait pas de modification de I'expression d'ISG-15, laissant
penser que les quantité d'TFNs exprimés n'étaient peut-étre pas suffisantes pour déclencher I'expression
de cette protéine. En effet, comme évoqué plus haut, la concentration en cytokines semble étre un fac-
teur primordial a la détermination de la réponse qu'elles induisent [347, 348]. Enfin, seul les cellules
microgliales exprimaient de I'I[FN-y apres infection par T. gondii, seulement apres 24 h d’infection, soit
bien moins précocement que les IFNs de type I et III. Conséquemment, il n'était pas observé d'expres-
sion d'IDO par les cellules infectées, y compris les cellules microgliales, celle-ci étant probablement trop
tardive pour étre objectivée 24 h apres I'infection.

Ces différents résultats, qui sont a rapprocher de diverses études concernant la réponse immunitaire
lors d’infections virales, mais surtout I'étude de Ferguson et al. ayant montré des résultats similaires dans
des cellules d’épithélium digestif infectées par 'apicomplexe C. parvum, suggerent un role pour les IFNs
de type I et III dans la réponse immunitaire lors de la toxoplasmose oculaire. Il serait particulierement
intéressant de déterminer les motifs toxoplasmiques susceptibles de déclencher une expression d'IFNs
de type I ou Il par les différents types cellulaires ayant montré une expression de cytokines en réponse

a l'infection par le parasite.

5.3 LesIFNsde typeIll:un mécanisme de défense anti-toxoplasmique
spécifique des barrieres physiologiques ?

Nos expériences ont montré que la stimulation des cellules de I'épithélium rétinien pigmentaire par
les interférons de type III prévient la perte d'intégrité de la couche cellulaire consécutive a I'infection par
T gondii et favorise 'imperméabilité membranaire. En effet, dans une étude publiée en 2016, Nogueira et

al. avaient montré que des cellules de RPE en culture, infectées par une souche RH, montraient tres rapi-
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dement apres l'infection une disjonction des jonctions serrés existant entre ces cellules, se traduisant en
lacunes dans I'épithélium et en une baisse de la TEER [436]. Nous avons ainsi pu confirmer ces résultats
avec une souche RH. Nous inspirant des travaux de Lazear et al, nous avons souhaité tester la capacité
des IFNs-A a limiter la perméabilité d'une couche de RPEC jointives, comme cela avait pu étre montré
au niveau de la barriere hémato-méningée [398]. En effet, apres 72 h de stimulation, malgré I'infection
par T. gondii (souche Pru), la TEER augmentait significativement, au dela méme du niveau basal sans
infection, tandis que les cellules non stimulées voyaient leur TEER baisser au cours du temps. Ce résul-
tat n'a pu étre observé quavec une infection par la souche Pru, a souche RH présentant une virulence
trop importante, aboutissant a une lyse majeur des cellules 24 h apres leur infection. Il n’a ainsi pas été
possible d'observer une augmentation de la TEER qui n'était pas aussi précoce.

Ces résultats font encore une fois écho aux travaux de Ferguson et al. qui avaient présenté des résul-
tats similaires dans le cadre de I'infection de I'épithélium digestif par C. parvum et qui montraient que
la stimulation par les IFNs-A permettait de limiter la traversée de cet épithélium par le parasite, notam-
ment en augmentant 'imperméabilité du tissu par une action sur les jonctions serrées [395]. Les RPEC
étant le composant principal de la BHRe, les IFNs-A pourraient offrir un mécanisme de protection simi-
laire, limitant la pénétration de T. gondii dans le tissu rétinien par cette barriere. Suivant 'exemple de
I'étude de Lazear et al. sur IFNs de type III, barriere hémato-encéphalique et WNV [398], la prochaine
étape serait d'évaluer dans quelle mesure ces interférons permettent le maintient, voire 'augmentation,
de la colocalisation des différentes protéines composant les jonctions serrées. Une telle étude a déja été
imaginée dans notre laboratoire et devrait étre mise en ceuvre prochainement. Un autre aspect essen-
tiel de l'exploration du role des IFNs de type III dans le maintient de la fonction de la BHR lors de la
toxoplasmose, serait de réaliser les méme expériences en utilisant, non pas des RPEC, mais des cellules
endothéliales rétiniennes, constituant le principal épithélium jointif de la BHRi (fig. 1.12). En effet, des
études récentes ayant exploré la situation des kystes au sein de rétines infectées ont montré que ceux-
ci se situaient plutdt au niveau de la rétine interne, suggérant que l'accés du parasite au tissu rétinien
se ferait par la BHRIi et I'endothélium vasculaire rétinien plutot que par la choroide et la BHRe [134]. 11
semble donc essentiel d’explorer ces interactions, d’autant plus que les cellules endothéliales rétiniennes
partagent probablement plus de mécanismes communs avec les cellules endothéliales de la microvas-
culature cérébrale utilisées par Lazear et al. qu'avec les RPEC. De telles cellules ont déja été utilisées dans
le cadre d’études concernant la traversée de la BHR récemment [131]. L'utilisation de modeles animaux
pourrait également permettre d’explorer plus avant cette question, notamment en utilisant des souris
déficientes pour les IFNs-A ou leurs récepteurs. Des infections par voie systémique de tels animaux et
de leur homologues sauvages, suivi de la quantification des parasites présents dans la rétine pourrait

permettre de déterminer si les IFNs-A permettent de limiter le passage de T gondii de la circulation vers
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le tissu rétinien, tel que cela a déja pu étre montré pour d’autres barrieres et concernant d’autres patho-

génes [398, 395].

5.4 LIFN-:un mécanisme ubiquitaire de défense par limitation de
la prolifération parasitaire ?

Nous avons pu montrer que la stimulation de cellules du RPE humain par de 'IFN-$ permettait de
limiter la prolifération de T. gondii mis en culture sur ces cellules, apres seulement 24 h de stimulation.
Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenus par Nagineni et al. il y a pres de 25 ans, qui montraient
également une limitation de la prolifération parasitaire d'une souche RH cultivée sur cellules de RPE
stimulées par des IFNs de type I [430]. Cependant, les expériences réalisées a 'époque suivaient un pro-
tocole fort différent. De plus, alors que nos résultats semblent montrer une efficacité similaire a celle de
I'TFN-y de I'lFN- dans la fonction de limitation de la prolifération du parasite, les expériences de 1996
montraient une bien meilleure efficacité de I'lFN-y par rapport a I'ITFN-f [430]. En tout état de cause, ces
résultats semblent cohérents avec d’autres études antérieures citées en introduction, telles que celles
d’Orellana et al. qui montrait que I'IlFN-f potentialisait 'action de I'IFN-y [429]. Ces différents éléments
indiquant un role pour les IFNs de type I, ou, a minima, de I'lFN-, dans la défense de I'hote vis-a-vis de
T gondii, permettent également de mettre en perspective les résultats d’autres études antérieures ayant
exploré le role de ces cytokines au cours de la toxoplasmose. Ainsi, les résultats de 'étude récente de Mat-
ta et al. qui montrait que l'effecteur toxoplasmique TgIST permettait au parasite de limiter la réactivité
des cellules NK aux IFNs de type I, ainsi que d’autres études ayant montré la stimulation de I'expression
d’TFNs de type I dans différents modeles cellulaires lors de la stimulation par des parasites morts et in-
activés, il est tentant de proposer un modeéle selon lequel I'expression d'IFNs de type I soit une réponse
naturelle a I'infection par T. gondii. Ces IFNs revétent probablement un caractére délétére pour le pa-
rasite, mais celui-ci semble posséder des mécanismes de régulation permettant de limiter I'impact de
cette expression, tel que cela a déja été proposé dans des articles antérieurs [435, 284, 428, 431, 432].

Le mécanisme par lequel I'IFN-{ inhibe la prolifération du parasite demeure néanmoins inconnu. Tel
que cela avait été suggéré par Mahmoud et al., nos expériences montrent que celui-ci ne fait pas interve-
nir 'IDO [433]. En effet, bien que la stimulation de cellules du RPE par I'lFN-f ait permis I'inhibition de
la prolifération parasitaire dans nos expériences, cette stimulation ne provoquait pas l'expression d'IDO
par ces mémes cellules (figs. 4.7 & 4.19). Les auteurs précédemment cités avaient a I'époque identifié la
protéine IRGM1 comme un élément clef, nécessaire a I'inhibition de la croissance parasitaire, et il serait

intéressant d'explorer 'importance de cette protéine dans notre modele cellulaire de RPE [433]. Cepen-
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dant, des études de transcriptomique concernant des cellules RPE stimulées et/ou infectées par T. gondii
pourraient constituer un moyen rapide et facile d’'identifier les mécanismes sous-jacents a l'inhibition de
la prolifération des parasites. Le décryptage de tels mécanismes pourraient mettre au jour de nouvelles
potentielles cibles thérapeutiques. Il parait également primordial de déterminer si les autres types cel-
lulaires présents dans la rétine bénéficient du méme effet protecteur consécutivement a la stimulation
par 'IFN-B. Enfin, il semble que la cohabitation de plusieurs types cellulaires soit essentielle pour qu'un
tel phénomene ait lieu également en conditions physiologiques. En effet, de maniére similaire au cas des
IFNs de type III, I'infection de RPEC ne provoquait pas l'expression de cette cytokine, a la différence des
autres types cellulaires testés (fig. 4.13). Il est de ce fait probable qu'en conditions physiologiques ce soit
ces autres cellules qui, au contact du parasite, sont responsables de I'expression de 'IFN- qui stimulera
alors les cellules de RPE afin de limiter la prolifération de T. gondii en leur sein. Il semble primordial
de confirmer cette hypothese a I'aide d’expériences adaptées impliquant, par exemple, des cultures de

cellules de type différents partageant le méme milieu de culture.



Chapitre 6

Perspectives et valorisation

128



CHAPITRE 6. PERSPECTIVES ET VALORISATION 129

6.1 Volet in vitro : mise au point et perfectionnement des protocoles
d’immunofluorescence

Les résultats obtenus concernant l'influence des différents interférons sur la fonction de barriére
des cellules RPE au cours de la TO nous ont suggéré des études complémentaires axées strictement sur
cette problématique. Ainsi, nous inspirant de travaux réalisés par d’autres équipes, concernant d’autres
barriéres physiologiques ainsi que d’autres pathologies, nous avons développé le projet d’explorer les
mécanismes moléculaires sous-jacents a la disruption de la fonction de barriére des cellules RPE suite a
l'infection par T. gondii et a la prévention de cette atteinte par le traitement par les IFNs de type III.

Ces expériences se basent principalement sur I'identification et la localisation de différentes pro-
téines intervenant dans la formation des jonctions serrées entre cellules, telles les protéines ZO ou Clau-
dines. Ces évaluation se feront ainsi par expériences d'immunofluorescence visant a détecter ces pro-
téines d'intérét dans plusieurs conditions (infection, traitement, etc.).

Nous avons ainsi commencé a travailler sur ces protocoles de recherche qui permettront ces travaux
futur. A titre d’'exemple, la figure 6.1 montre des cellules RPE marquées pour la protéine Claudine-5 (en
vert), le DAPI marquant les noyaux des cellules (bleu). Nous espérons que ces expériences permettront
d’expliquer les mécanismes d'interaction protéiques (objectivée notamment par des colocalisations) res-
ponsables des variations de TEER observées lors des expériences décrites précédemment, en fonction

de l'infection et du traitement par des IFNs.

6.2 Volet in vivo : mise au point et perfectionnement des protocoles
avant mise en route des expériences de recherche

La suite logique de ce travail réalisé in vitro sera de traduire ces expériences in vivo. Lexpérience de
notre laboratoire en termes de modele murin de TO est un avantage certain a cet égard. Au sein de ce
volet in vivo, deux méthodes sont envisagées afin d'explorer le role des IFNs de type I et IIl au cours de la
TO :Iétude de l'expression de genes de I'hote et de la prolifération parasitaire par méthodes de biologie
moléculaire, et 'étude histologique de la rétine permettant la détection et la localisation du parasite et
de protéines d'intérét, in situ.

Le modele développé dans notre laboratoire est un modeéle murin de récurrence de TO. Il consiste
en une infection par voie systémiques (injection intrapéritonéale ou gavage) de l'animal a I'aide d’'une
souche peu virulente, suivie, lors de la phase chronique d’infection, d’'une infection intraoculaire par

des tachyzoites de T. gondii, mimant ainsi une récurrence infectieuse de TO (fig. 6.2). Bien qu'ayant été



CHAPITRE 6. PERSPECTIVES ET VALORISATION 130

F1G. 6.1 : Cellules de RPE marquées pour la protéine Claudine-5 (vert). Les noyaux sont marqués au

DAPI (bleu). Cellules non infectées, non stimulées, marquage réalisé apres 7 jours de culture.

développé dans notre laboratoire, il était nécessaire de perfectionner le protocole sur des points précis.
Ainsi,nous avons cherché a déterminer le volume de suspension de parasite permettant de limiter au
maximum la variabilité de la charge parasitaire administrée lors des injection intraoculaire (fig. 6.3).

Une fois le modele établi, la méthode d’'évaluation d’'expression des genes ou de prolifération para-
sitaire requiert la dissection de l'ceil de souris afin de séparer les différents tissus, puis 'extraction d’ARN
ou d’ADN a partir des tissus disséqués. Cest tache peut s'avérer particulierement ardue, notamment lors
d’'une inflammation liée a I'infection, provoquant des décollement de rétines et des modifications de
I'humeur aqueuse. Nous avons donc réévalué ces méthodes de dissections, afin, notamment, d’évaluer,
en fonction du type de la lignée de souris utilisée, la qualité de la dissection (figs. 6.4 & 6.5). Nous avons
également élaboré, testé et validé les amorces permettant la quantification de I'expression de plus de 10
génes murins différents.

Enfin, un autre angle d’approche est celui de l'analyse histologique et du marquage immunitaire
afin de déterminer I'expression et la localisation, a la fois de protéines d'intéréts et du parasite. Nous
avons a cette fin développé une collaboration avec I'équipe du docteur Virginie Laurent-Gyde, au sein de
l'unité de recherche UPR-3212 CNRS, évoluant a I'Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives de
'Université de Strasbourg. Leur expertise dans le travail histologique sur I'ceil nous permettra d’étudier
de maniere fine, a la fois sur des coupes transversales et sur rétine a plat (« flat mount ») I'influence de

l'infection par T. gondii sur la structure et la physiologie de la rétine, et notamment I'expression des IFNs
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Modele expérimental
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F1G. 6.2 : Schéma représentant le modeéle murin de récurrence de toxoplasmose oculaire. Les animaux
sont infectés par voie systémique (intrapéritonéale ou per os) puis, lors de la phase chronique de l'infec-

tion, par voie intraoculaire par des tachyzoites de T. gondii.
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F1G. 6.3 : Quantité de parasite détecté par qPCR par ceil de souris infectée en fonction du volume de
suspension injecté dans chaque ceil. Le volume de 5 pl permet une plus grande charge parasitaire avec

moins de variabilité inter-échantillon. n = 4.
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F1G. 6.4 : (Eil de souris en cours de dissection. On note la cataracte et l'atteinte de I'humeur aqueuse,

consécutives a une infection, provoquant des difficultés lors de la dissection (adhésions de tissus).
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F1G. 6.5 : Evaluation du nombre de cellules en fonction du tissu considéré (choroide ou rétine). Le
tissu rétinien est plus riche en cellules que la choroide. Il existe une certaine variabilité entre plusieurs
échantillons en raison d'imprécisions lors de la dissection des tissus. Les tissus issus de souris Swiss sont

moins discernables des tissus issus de souris C57BL/6 en raison de leur dépigmentation.
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F1G. 6.6 : Rétine montée en « flat mount ». Marquage de fond a I'’Alexa fluor 488.

de type I et I et le maintient de jonctions serrées entre les cellules RPE (figs. 6.6 & 6.7)

Ces différentes étapes, bien que préparatoires et ne donnant pas lieu a des résultats expérimentaux
stricto sensu, sont essentielles a la bonne conduite des expériences futures et permettront d’aborder ces
questions avec des protocoles validés par nos soins et fiables. Ils constituent donc un travail important

réalisé au cours de cette these.

6.3 Publications

6.3.1 Articles en rapport direct avec la recherche présentée

Les résultats obtenus seront valorisés a court terme, principalement par la publication d’articles

scientifiques dans des revues a comité de lecture :

- unerevue de lalittérature concernant la physiopathologie de la TO a été rédigée par trois membres
du laboratoire est préte a étre soumise pour publication (annexe F). Elle met notamment l'accent
sur les mécanismes physiopathologiques connus et les résultats d’études antérieures ayant mené
a l'élaboration du présent projet de recherche portant sur I'importance des IFNs de type I et IIT et

le role des barriéres rétiniennes au cours de la TO ;
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FI1G. 6.7 : Coupe transversale d’ceil entier, marquage DAPI.

- les résultats de I'étude in vitro dont les résultats ont été présentés seront publiés, eux-aussi, sous la
forme d’'un article scientifique, ceci des qu'ils auront pu étre complétés. Ceci concerne notamment
les expériences d’évaluation de I'expression des génes d’intéréts en réponse a I'infection par le
parasite, lorsque la souche utilisée est kystogéne (Pru), ainsi que les expériences visant a évaluer
la limitation de la prolifération parasitaire en fonction de la stimulation des cellules infectées par
différents types d’'IFNs. Le retard pris dans I'obtention de ces résultats est grandement di a des
difficultés rencontrées dans la culture (in vitro) de la souche parasitaire Pru et a la synchronisation
de cette culture avec la culture des cellules devant étre secondairement infectées. Néanmoins,
seules quelques semaines devraient étre nécessaires afin de compléter et répéter ces expériences,

les résultats obtenus pouvant ensuite étre publiés.

6.3.2 Autres articles sur la toxoplasmose écrits au cours de cette these

La these s’étant déroulé au sein d'un laboratoire rattaché a un établissement ayant une activité cli-
nique (laboratoire de parasitologie et mycologie médicale du CHU de Strasbourg) et le candidat ayant
lui-méme une formation de médecin clinicien, plusieurs articles ayant trait a d’autres aspects de la toxo-
plasmose ou de la biologie de T. gondii ont été publiés par 'auteur. Ainsi, selon l'ordre de présentation

des annexes :

- Annexe A : un article de revue portant sur le role de I'infection chronique par T. gondii dans les

modifications de comportement des rongeurs infectés. Cet article fait suite a la participation de
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l'auteur a un groupe de travail diligenté par Santé Publique France, ayant pour mission de répondre
a la question suivante : « Selon les données actuelles de la littérature, y a-t-il un raison de penser
que l'infection chronique d’humains par T. gondii est responsable de troubles psychiatriques ? ».
Cetarticle estle fruit des recherches ayant été menées afin d'offrir un résumé des données acquises

chez 'animal en introduction du reste du travail.

- Annexes B & C : 'expertise du laboratoire sur la TO et le résultat d'études réalisées par le labo-
ratoire et I'équipe du service d'ophtalmologie ont été a la base de deux articles visant a montrer
l'intérét et la place de la biologie dans le diagnostic de toxoplasmose oculaire. Ainsi, un premier
article, publié dans le British Journal of Ophtalmology est une revue des techniques de diagnostic
biologique dans le cadre de la TO et propose un arbre décisionnel visant a guider le choix des tech-
niques utilisables pour faire le diagnostic de TO (annexe B). Il est suivi d'un article publié dans
mSphere, analysant les performances des différents tests utilisés au CHU de Strasbourg pendant

g ans.

+ Annexe D : cet article publié en 2019 dans PLoS ONE repose principalement sur des données ob-
tenues par Elise Rochet, précédente doctorante du laboratoire. Il concerne le réle de la protéines
de rhoptrie ROP-16 dans la régulation de lI'inflammation lors de I'infection de l'ceil par T. gondi,
et notamment 'importance de cette protéine dans la variabilité de phénotypes induits par des
souches de différents types (ici souche de type I vs. souche de type II). Cet article portant sur I'in-
flammation lors de la TO, sujet central de la présente these, elles ont été analysées et interprétées,

ainsi que l'article corrigé et partiellement rédigé par I'auteur de ce travail.

- Annexe E : ce dernier article, publié dans le journal Infection, est un cas clinique de toxoplasmose
médullaire causé par une souche avirulente de T gondii chez un jeune immunocompétent. Ce cas

a été observé et décrit cliniquement par 'auteur peu avant le début de cette these.

6.4 Encadrement d’étudiants

Au cours de ce travail, plusieurs étudiants, issus de différentes filieres ont été encadrés et guidés,
afin de participer aux travaux de recherche. Ainsi, au cours des années de recherche qu'ont constitué ce

travail, ont été encadrés :

* quatre étudiants en Master 2
- une interne en médecine (D.E.S. d'ophtalmologie)

- six étudiants en premieére ou seconde année de B.T.S.
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La toxoplasmose oculaire demeure, malgré une grande importance épidémiologique et clinique, une
pathologie dontla physiopathologie est mal comprise. Tandis que de nombreuses études ont montré que
certaines cytokines, telles I'TFN-y et I'IL-17, avaient un role primordial lors de la réponse immunitaire
innée a cette infection, d’autres classes de molécules, comme les IFNs de type I et III, ont peu attiré
l'attention des chercheurs. Par notre étude, nous avons souhaité défricher le champs de la recherche
concernant ces IFNs lors de la toxoplasmose oculaire. Ces travaux prennent ainsi un aspect préliminaire
et de nombreuses études sont susceptibles de venir le compléter, approfondissant plusieurs aspects de
nos résultats.

Malgré des redondances fonctionnelles démontrées entre les IFNs de type I et de type 111, il est pro-
bable que ces deux types d'IFNs exercent un role protecteur vis-a-vis de I'infection oculaire par T. gondii
grace a des mécanismes forts différents. Ainsi, alors que les IFNs de type I semblent démontrer une capa-
cité a limiter la prolifération du parasite lors d'infections expérimentales in vitro, confirmant les résultats
d’études antérieures, ce n'est pas le cas des IFNs de type III, dont nos résultats montrent plutot une ca-
pacité a limiter la pénétration du parasite dans les tissus, tel que cela avait pu étre montré dans d’autres
modeles d'infections de barriéres anatomiques, parasitaires ou non. Ceci est extrémement cohérent avec
la répartition des récepteurs a ces différents IFNs, ceux des IFNs de type I étant grossierement répartis
de maniere ubiquitaire, tandis que ceux du type Il adoptent une répartition principalement limitée aux
barriéres physiologiques.

Il semble alors primordial de continuer ces travaux sous deux angles diftférents, le premier, a I'échelle
de la cellule, s'attachant a décrypter les mécanismes permettant aux IFNs de type I de limiter la proliféra-
tion parasitaire en réponse a une infection, le second, a I'échelle du tissu, s'attachant a déterminer la me-
sure dans laquelle les IFNs de type III limitent la traversée de la barriere hémato-rétinienne par T. gondii
et les mécanismes sous-jacents. Ainsi, des expériences de transcriptome devraient pouvoir permettre de
déterminer les mécanismes sous-jacents a la limitation de la prolifération parasitaire induite par 'TFN-{,
tandis que des études utilisant des modéles animaux pourraient permettre de juger de I'importance de
cette IFN invivo lors de la toxoplasmose oculaire. D'un autre coté, 'établissement de modeles in vitro so-
lides de BHR, qu’elle soit interne ou externe, permettra d’explorer les mécanismes moléculaires induits
par la stimulation des cellules de barriére par les IFNs de type III et de mieux caractériser I'impact de ces
mécanismes sur la pénétration des parasites au sein du tissu rétinien.

Lexploration de ces différents aspects devrait permettre de mettre au jour des éléments primordiaux
de la physiopathologie de la toxoplasmose oculaire, livrant par la compréhension de ces mécanismes de
nouveaux modeles d’étude, mais également de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques. L'explora-
tion du role des IFNs e type I et IIl au cours de la toxoplasmose oculaire est donc prometteuse et semble

n'en étre qu’a ses balbutiements.
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Abstract

Toxoplasma gondii is a widespread protozoan parasite able to infect a wide range of animals,
including humans. Its tremendous epidemiological success, as well as its ability to chronically
infect hosts by residing into tissue cysts under the form of slowly dividing bradyzoites, have led to
suspect it to alter the behavior of its hosts in order to facilitate the completion of its life cycle, which
is not a rare feature of parasites. Rodents, as important intermediate hosts in the life cycle of
T. gondii commonly used for behavioral experimentation, have provided excellent models to study
the impact of toxoplasmic infection on behavior. In this review, we show that it has been shown,
quite consistently, that following infection the sense of smell and memory of rodents are impaired.
The mechanisms underlying this phenomenon are still widely unknown, but there are evidence for
the implication of tissue organization modifications, neurotransmitters physiology alterations and
sexual hormones deregulation, through anatomical changes and inflammation induced by the
physical presence of parasitical cysts. However, some aspects, like the role of the cysts brain
localization or the importance of the gene pools of parasites and hosts, remains to be explored, and
only few neurotransmitters pathways have been studied so far. Furthermore, the wide variety of
infection protocols, animals and parasite strains that have been used for these studies might be a
liability in attempting to generalize the results of such experimentation. In any case, it seems that
using these results in attempting to explain human psychiatric conditions would be, at least,

premature. We try to show here what has already been achieved and what remains to be done.



Introduction

Toxoplasma gondii infection affects approximately 30% of the world's population [1]. The parasite
can persist throughout the life of its host in various tissues, including muscles, the eye, and the
central nervous system (CNS) [2]. The chronic presence of 7. gondii in humans’ CNS has been
confirmed by the reactivation of its latent forms in severe immunodeficient patients [3]. In the CNS,
where it enters after having infected and lyzed endothelial cells of the blood-brain barrier [4],
T gondii resides in neural cell reservoirs of which it modifies functions, suspected to be responsible
for host behavior disorders [5-9]. It is known that control of these latent parasites in the CNS is
provided by the immune system, primarily via interferon gamma (IFN-y) expression [10], but the
pathophysiology of parasite latency remains largely unknown. However, it is known that
bradyzoites are not just a form of quiescent waiting, but an active form of the parasite [11,12].
Cellular changes due to the presence of the parasite in the brain tissue as well as to the immune and
tissue inflammatory response can affect various functions like apoptosis, production of
neurotransmitters and more generally the functioning of neurons, but also of the neighboring cells

by a by-stander effect [13—15].

Since 1990, many studies were interested in assessing or understanding behavioral changes
of rodents chronically infected with 7. gondii. Even more, almost half of these studies were
published in the five years from 2014 to 2018 included. This high research intensity might reflect
the growing interest of physicians for the role of chronic toxoplasmic infection in human psychiatric
disorders [16]. In the present review, we aim at report the results of studies having compared
rodents’ behavior between, 7. gondii chronically infected and, non-infected animals, and to discuss
these results at the light of recent advances in the understanding of chronic neurological

toxoplasmosis.



Many studies, protocols and results

In order to evaluate behavior changes in infected rodents, several parameters have been evaluated
by experimenters, such as anxiety, learning capacity, memory or locomotor activity. Unfortunately,
among various studies, infection and evaluation protocols vary dramatically. Thus, focusing only on
infection protocols, we recorded three different rat species divided in six different strains, nine
different mouse strains and one study conducted using amargosa voles (Table 1). Males, females or
both were used depending on the study. The same variety was found regarding infecting 7. gondii
strains: we recorded CEP, DX, GT1, HIF, ME-49, PLK, Prugnaud (Pru), PTg, RH, RRA, Tehran,
VEG and 01529/38 strains, without considering sporadic transgenic variants. There were diverse
infection protocols, involving several infection routes (congenital, per oral, intraperitoneal or
subcutaneous injection), parasite forms (cysts, bradyzoites or tachyzoites) and inoculums (ranging
from 1 to 20 cysts and 400 to 107 tachyzoites). Overall, without considering the sex of the animals
used, we counted 42 different infection protocols in the 55 studies we assessed that involved

experimental infection (1 study being interested in naturally infected animals) (Table 1).

Particularly, the infection route has a great importance in the course of the infection process.
It has been shown that the virulence and the infectivity of different 7. gondii strains vary, depending
on the experimental infection route and that all rodent strains do not have the same susceptibility to
different infection routes [17—19]. While per os infection with cysts is the closest from natural
infection, some would prefer injection of tachyzoites allowing to precisely control the inoculum.
However, the transformation of bradyzoites into tachyzoites or the interaction between parasites and
the local immune system in the digestive tract are critical steps in the infection process and results
of studies using this kind of protocol might be subject to caution. Furthermore, congenital infection
might be an important route of infection in natural settings, which has poorly been explored,
although it has been found that behavioral changes and cysts burden were different between

congenital and acquired infections [20,21]. Finally, while most cysts contain a maximum of a few



hundred bradyzoites [22], infection protocols often involve the injection of few millions
tachyzoites. The relevance of results obtained following such unnatural infections has to be

evaluated.

Most of the parameters evaluated were found to be increased, impaired or unaffected
depending on the study, even with similar protocols (Table 2). Yet, two cognitive functions have
been regularly tested with consistent results: memory and aversion to feline urine. Almost all of the
numerous studies having assessed these functions agree that chronically infected rodents show
impaired memory functions and are less averse to cat urine. This later feature gave rise to early
publications which attracted the interest of many researchers for the matter [23-25]. Understanding
how infected rodents, with an impaired memory (including fear memory) and less averse to cat
urine, would be easier preys for felines, is quite intuitive. The life cycle of 7. gondii including
felines as definitive hosts, in the digestive tract of which they perform sexual reproduction leading
to genetic mixing, this would lead to the spreading of genetic characters favoring these kind of

behavioral modifications [22].



Tab. 1 — Summary of infection protocols used in studies included. IP :

subcutaneous ; NA : Non applicable.

intraperitoneal ; PO : Per Orally ; SC:

BALB/c

BALB/c x BIOA

BALB/c x

C57BL/6

CD-1

DBA
NIH
STR

Swiss

Tg2576 AD

DX

ME-49

PLK

Pru

RH
Tehran
VEG
HIF
01529/38

HIF

ME49

PLK

GT1
VEG
ME49

Pru

ME49
VEG
ME49

PO
PO

1P

IP

IP

IP
IP
PO
PO
PO

PO

PO

IP

SC

1P

1P
Congenital

1P

PO
Congenital

1P

PO

1P

5x10° tachyzoites
4 cysts
10 cysts
300 tachyzoites
400 tachyzoites
10? tachyzoites
20 cysts
400 tachyzoites
500 tachyzoites
2500 tachyzoites
5x10° tachyzoites
20 cysts
10 cysts
10 cysts
I cyst

10 cysts

10 cysts
104 tachyzoites
10? tachyzoites
10° tachyzoites
10 bradyzoites
20 cysts
10? tachyzoites
10? tachyzoites
500 tachyzoites
NA
100 cysts
5 cysts
NA
100 cysts
50 cysts
15 cysts



Lister Hooded

Lister Hooded x
wild brown rats

Rats
Long-Evans
Sprague-Dawley
Wistar Han

Others Amargosa vole

ME49
Pru
RRA

PO
IP
PO

Congenital

IP

IP
IP
IP
PO

20 cysts
106 tachyzoites
20 cysts

NA

107 tachyzoites
166 tachyzoites
10 tachyzoites
5x10° tachyzoites
10 tachyzoites
100 cysts



Tab. 2 — Summary of behavioral changes in rodents infected with 7. gondii

Memory

Learning

Locomotor activity

Exploration and
attraction to novelty

Aversion to feline
urine

Prepulse inhibition

Anxiety

Daniels et al., 2015 [34]

Afonso et al., 2017 [40]
Eells et al., 2015 [41]
Xiao et al., 2012 " [42]
Hodkova et al., 2007 [39]
Webster et al., 2006 [24]
Webster et al., 1994b [43]

Afonso et al., 2012 [51]
Gonzalez et al., 2007 [47]
Skallova et al., 2006 [48]
Berdoy et al., 1995 [52]
Webster et al., 1994a [53]

Abdulai-Saiku et al., 2017b [55]

Torres et al., 2018 [27]
Machado et al., 2016 [29]

Mahmoudvan et al., 2015 [33]

Evans et al., 2014 [60]
Gatkowska et al., 2013 [54]
Webster et al., 2006 [24]

Bezerra et al., 2018" [26]
Torres et al., 2018 [27]

Mahmoudvan et al., 2016 [28]

Machado et al., 2016 [29]
Thara et al., 2016 [30]
Xiao et al., 2016™ [31]
Bottari et al., 2016 [32]

Mahmoudvan et al., 2015 [33]

Daniels et al., 2015 [34]
Corréa et al., 2014 [35]
Wang et al., 2013 [20]
Jung et al., 2012 [36]
Goodwin et al., 2012 [37]

Jung et al., 2012 [36]
Hodkova et al., 2007 [39]

Xiao et al., 2016™ [31]
Tan et al., 2016b [44]
Queiroz et al., 2013 [45]
Gulinello et al., 2010 [38]
Hermes et al., 2008 [46]
Gonzalez et al., 2007 [47]
Skallova et al., 2006 [48]
Hrda et al., 2000 [49]

Bezerra et al., 2018" [26]
Afonso et al., 2017 [40]
Xiao et al., 2016™ [31]
Gatkowska et al., 2013 [54]
Hermes et al., 2008 [46]

Bezerra et al., 2018 [26]

Abdulai-Saiku et al., 2017a [56]

Eells et al., 2015141

Hari Dass et al., 2014 [57]
Golcu et al., 2014 [58]
Kaushik et al., 2014 [59]
Evans et al., 2014™ [60]
Ingram et al., 2013 [61]
Lim et al., 2013 [62]
Haroon et al., 2012 [8]
Xiao et al., 20127 [42]
House et al., 2011 [63]
Kannan et al., 2010™""" [64]
Lamberton et al., 2008 [65]
Vyas et al., 2007b™"""" [66]
Vyas et al., 2007a [23]
Webster et al., 2006 [24]
Berdoy et al., 2000 [25]

McFarland et al., 2018

Afonso et al., 2017 [40]
Bottari et al., 2016 [32]
Tan et al., 2016a [69]
Corréa et al., 2014 [35]
Golcu et al., 2014 [58]
Afonso et al., 2012 [51]

Gulinello et al., 2010 [38]

Gulinello et al., 2010 [38]
Vyas et al., 2007a [23]

McFarland et al., 2018 [50]
Bottari et al., 2016 [32]
Goodwin et al., 2012 [37]
Vyas et al., 2007a [23]

Gulinello et al., 2010 [38]

Poulsen et al., 2016 [67]
Soh et al., 2013 [68]

Parvin et al., 2016 [70]
Gulinello et al., 2010 [38]
Vyas et al., 2007a [23]
Hrda et al., 2000 [49]



Social activities

Olfactive sensitivity

Gonzalez et al., 2007 [47]
Arnott et al., 1990 [71]
Arnott et al., 1990 [71]

Torres et al., 2018 [27]
Xiao et al., 2012 ***** [42]
Xiao et al., 2012 ***** [42]

Torres et al., 2018 [27]

Gulinello et al., 2010 [38]
Vyas et al., 2007a [23]
Berdoy et al., 1995 [52]

Xiao et al., 2012 [42]

Afonso et al., 2017 [40]
Hermes et al., 2008 [46]
Hrda et al., 2000 [49]

Reaction to stress

Mahmoud et al., 2017 [73]
Parvin et al., 2016 [70]

Depression-like

behaviour Mahmoud et al., 2016 [72]

Wang et al. 2013 [20]

Tan et al., 2015 [74]

Vasudevan et al., 2015 [75]
Dass et al., 2011 [76]

Choice impulsivity

Attractivness of

infected subjects Sl i el AL [6K]

Berdoy et al., 1995 [52]

Only when infected with the VEG strain

” Associated with high MAGTI antibody level

o Only in Nurrl +/+ and +/ - mice

Only when cysts where found in specific forebrain regions
Depending on the sex of the host

Depending on the parasite strain et time post-infection
Depending on the dose of stimulus

sk
sk ok
skt ok

sk ok

The importance of gene pools of parasites and hosts

Only few studies have tried to evaluate the importance of the genetic background, either of the host
or the parasite, in the development of behavioral abnormalities following the infection with
T. gondii [26,46,53,64,68]. In most of these studies, results differed depending on the animal or the
infecting strain used. Indeed, 7 gondii is known for its tremendous genetic diversity, probably
traducing its formidable adaptability to various hosts and environments. Thus, it has been shown
that the virulence of different strains could vary dramatically in the same murine host, but also,
recently, that the virulence of the same strain may vary between mouse sub-species [77-79]. Most
of these virulence studies have been conducted assessing the lethality of 7. gondii/rodent couples,
which is the most obvious manifestation of the effect of the parasite on its host. However, killing its
host do not favor the spreading of the parasite and we could assume that the extraordinary
variability of its pathological effect may also affect less visible features, like behavior. Indeed, a
study showed that infections with different strains involved clear differences in modulation of host
pathophysiological and immunological in mice brain tissues [80]. Furthermore, mathematical

9



models of 7. gondii life cycle predicted that strains with different virulence would probably benefit
from different hosts behavioral modifications [81]. Given the genetic diversity of animals and
parasite strains used in the aforementioned behavioral studies, the variety of possible host-parasite
interactions that have been explored in these different studies is tremendous. In the one hand, this
may give more credit to consistent results between several studies, suggesting strongly preserved
phenomenons, like the impairment of memory or the decrease in aversion to cat urine; in the other

hand, this might complicate the interpretation of divergent results.

The impact of cysts brain localization

A major study axis has been to determine if parasite cysts had a particular distribution in rodents’
brains, and if particular distributions were correlated with specific behavioral phenotypes. Thus,
some authors described that cysts were distributed evenly across the entire brain [34,54], whereas
others described specific areas presenting particularly high cysts concentrations. These regions have
been the hippocampus, forebrain areas (including accumbens nuclei), the hypothalamus, the
thalamus, the amygdala, the olfactory bulb, the cerebellum, the prefrontal cortex and the brain-stem,
particularly, the ventral tegmental area and the colliculus (figure 1) [8,28,47,60,82,83]. Among
these authors, some noted that the tropism of parasites was not selective toward a particular
functional system, despite an uneven distribution across the brain [82]. However, several other
authors noted that behavioral changes were associated to particular distribution of cysts in the brain
[51,60]. Some specific areas have been studied more thoroughly, like the amygdala or the
hippocampus which are part of the limbic system, believed to support a variety of functions
including emotion, behavior, motivation, long-term memory, and olfaction [8,28,54,66,82,84,85],
but also the olfactory bulb, obviously involved in smell [8,82,83]. Cysts were found to be present in

those regions, sometimes at higher densities than in other areas [23,47,82,83]. Moreover, some
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other areas were described to harbor higher densities of cysts, like the cerebellum or the brain-stem,

which are involved in balance and locomotor-functions [8,83].

Fig. 2 — Schematized rodent brain anatomy in a (A) paralateral sagittal cut and a (B) paramedian sagittal cut.
Regions having been shown to harbor high densities of toxoplasmic cysts are framed in red [8,28,47,60,82,83].

Sagittal brain map illustrations are courtesy of the GENSAT project (gensat.org).

Brain alterations and inflammation

Many studies showed that toxoplasmic infection might alter the structure of the host brain and the
architecture of brain cells. While parasites are located in neurons and in glial cells, parasites cysts
are preferentially located in neuronal dendrites and axons deforming them and probably altering
their function [47,86,87]. Furthermore, it seems that the infection is responsible for retractions of
dendrites [88]. These changes are associated with brain tissue structure remodeling, involving
regions of the limbic system like the amygdala, showing reduced volume and density, as well as
synapse remodeling [46,63]. These changes might be subdued by changes at the transcription level,
as it has been shown that 7. gondii infection alters the expression of genes involved in the
development of the forebrain, neurogenesis, sensory and motor coordination and olfactory function
[42]. Finally, T. gondii regulates the activity of infected neurons by modulating Ca*, and thus the
action potential and release of neurotransmitters, helping to inhibit the activity of neighboring

neurons [8].

Indeed, the number of infected cells remains low compared to the number of neurons and
cells, of the order of 1 infected cell per 10,000 neurons in most susceptible mice. It is then crucial to
examine not only the effect of the presence of the parasite in the infected cell, but also the influence
of the infected cell on neighboring cells by a by-stander effect. It is likely that infection of a neuron
disrupts these neighboring cells through chronic basal inflammation partly controlled by the parasite

to maintain an inflammatory environment conducive to its persistence [10,31,46,89-92]. This
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inflammation may be responsible for anatomical changes, such as the rarefaction of cerebral

microvasculature and the decrease of angiogenesis [93].

It also appears that the inflammation associated with the presence of the parasite may be
responsible for the aggravation of neurological diseases with their own pathophysiology, as shown
on a mouse model of Alzheimer's disease [28]. It has also been shown that infection with the
parasite induces the expression of auto-antibodies that may be responsible for neuropathies, such as
anti-NMDAR or anti-MAG]1 antibodies [31,94]. Moreover, the parasite produces several tens of
proteins able to interfere with the metabolism and the functioning, in particular synaptic, of the
infected neuron, and given the close relations between the neurons and other cells within the brain
tissue, it is likely that infection of a neuron by 7. gondii may disrupt the functioning of an entire
brain area. In addition, it is known that 7. gondii tachyzoites are able to manipulate cells that they
do not infect by injecting proteins contained in a specific organelle of the parasite, rhoptries, and
consisting mostly in virulence factors [95]. However, although these proteins are able to modulate
the host-parasite interaction from an immunological point-of-view [96], it has not been shown that
neuronal functioning can be altered by such proteins, nor that the bradyzoites were also able to

inject parasite proteins into uninfected cells.

Neurotransmitters alterations

Many functional pathways have been studied, such as dopaminergic, glutamatergic or
serotoninergic pathways, in order to understand how 7. gondii chronic infection modifies neuronal

functioning [30,40,41,48,50,74,97-99].

In particular, the metabolism of dopamine (DA) has been widely studied in the situation of a
chronic toxoplasmic infection because this neurotransmitter and its metabolites are involved in

many neurological and psychiatric disorders [100—102]. Thus, it has been shown that treatment of
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infected rodents with a DA uptake inhibitors, like haloperidol or GB12909, induced a suppression
of post-infection behavioral modifications, suggesting an association between 7. gondii infection
and changes in the dopaminergic neuromodulatory system [24,48]. It was also shown that the
infection of mammalian dopaminergic cells with the parasite enhanced the release of DA up to
350%, and that DA and tyrosine hydroxylase, the rate-limiting enzyme for DA synthesis, would co-
localize with brain cysts [99]. These results concur with those of other studies in which brain DA
levels were elevated in chronically infected mice, in particular in the striatum, yet to a lesser extent
[13,103]. However, there have been some discordant results showing that chronically infected rats
had a reduction in DA content of the nucleus accumbens core [74]. In 2016, Ihara et al. were able to
show that levels of cortical DA metabolites were associated with some behavioral modifications but
did not found an increase of DA in the cerebral cortex of infected mice [30]. Furthermore, it has
been shown that mice with a Nurrl+/- genotype, a gene coding for a protein playing a key role in
the maintenance of the dopaminergic system, were predisposed to 7. gondii-induced alterations in
behaviors and that the infection could trigger a deficit in locomotor response to amphetamines
which are DA stimulants [31,41]. How the parasite would trigger an enhanced production and
release of brain DA remains uncertain. Some authors suggested that host DOPA decarboxylase
(DDC) an enzyme necessary for DA synthesis, was imported into the parasite’s compartment (the
parasitophorous vacuole), in order to increase DA synthesis and release while avoiding the toxic
effects of an excess of unpackaged cytosolic DA [98]. Another mechanism could be DA synthesis
deriving from the parasite, as analysis of 7. gondii genome identified 2 genes (4daaH ! and AaaH?2)
encoding tyrosine hydroxylase (TH) containing an N-terminal secretion peptide [104]. However, it
seams that behavioral changes of infected rodents are independent of parasite-derived Aaah2 and
some authors were unable to reproduce the increase of brain dopamine in rodents, even when

infected with genetically modified parasites over-expressing Aaah2 [40,50,105].
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It has also been shown that metabolism changes subsequent to 7. gondii infection, involving
oxidative stress, might be responsible for the development of depressive-like behavior or more
broadly, behavior changes [29,33,72]. Others neurotransmitters have been suspected to be involved
in those changes, like glutamate, serotonin, NMDA, noradrenalin or neuro-hormones such as
vasopressin or ghrelin [27,30,57,70,94,97,106—-108]. However, this knowledge is, for the moment,
too fragmented to draw a general scheme of the consequences of chronic toxoplasmic infection on

the metabolism of these molecules.

Sexual hormonal systems involvement

Testosterone is classically associated with more risky behaviors, in humans as well as in rodents
[109-112]. Thus, several studies have shown that infected male rodents presented enhanced
testicular steroidogenesis [62,75]. However, opposite results had already been published and
interpretations should remain prudent [25,113,114]. In order to better understand the importance of
such phenomenon, Tan et al. tried to associate steroidogenesis with risky behaviors, in the setting of
a chronic toxoplasmic infection, and showed that castrated infected rats did not present behavioral
changes, conversely to non-castrated animals [69]. The existence of such mechanisms would
suggest that parasite-driven behavioral changes would be different in males or females, following
different alterations. Indeed, it has recently been shown that female rats behavioral changes after

T gondii infection were not dependent on ovarian steroids [56].

These considerations should be held at the light of what is known about the host-parasite
relationship in the case of 7. gondii. The parasite is mainly transmitted from its definitive host (DH)
to intermediate hosts (IH) through ingestion, from IH to DH through predation, and from IH to IH
through host reproduction by congenital infections. Thus, males and females IH do not play the

same role in this cycle. Indeed, whereas evolution would have selected mechanisms that preserve
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females from an increased predation to favor successful pregnancies, therefor favoring IH to IH
transmission, mechanisms affecting males would ensure the completion of the parasite life cycle
through predation by felines DH in which 7. gondii increases its genetic diversity through sexual
reproduction (figure 2). Thus, it has been shown that infected rats had elevated levels of circulating
progesterone, which is essential in order to lead a gestation, but is also a known anxiolytic [58].
Interestingly, it has also been shown that 7. gondii might be sexually transmitted in rats, and that
chronic infection increased the attractiveness of males [76,115]. Thus, sexual transmission might be
another transmission route for the parasite from IH to IH, involving living males. These interactions
have been mathematically modeled in order to better comprehend the dynamics of transmission of
the parasite [81,116]. It appeared that, depending on the virulence of the parasite and the density in
IH and DH, these dynamics would vary dramatically. This might, in part, explain the wide genetic
diversity of 7. gondii, as well as discordant results of different experiments using different

protocols.

Fig. 3 — Suspected behavioral mechanisms through which 7. gondii infection might facilitate spreading of the
parasite and life cycle completion. These mechanisms involve trophic, horizontal and vertical transmission. Dashed

arrow indicate that infected mice cubs are future adults.

Conclusions

In the effort to better understand if and how 7. gondii manipulates its rodent hosts, it appears as
very likely that chronic infection impairs the smell and memory of the host, which might lead to
facilitate the predation of the animal. However, numerous other aspects of behavior have been
explored without it being possible to draw conclusions from the different results. It is probable that
many different mechanisms, involving inflammation, neuronal alteration, neurotransmitter and
hormonal deregulation, are at stake together during chronic cerebral infection and it would be

presumptuous to suggest that all of these phenomenons aim only to increase infected rodents
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predation. The tremendous genetic diversity of 7. gondii, conjugated with the wide variety of its
hosts, in matter of species and environments, makes it difficult to generalize data acquired through
experimentation involving only two well-defined parasite and host. Thus, while the temptation to
explain certain human pathologies by chronic 7. gondii infection is strong, knowledge acquired on
murine models will not authorize to affirm the existence of those same mechanisms in humans.
Further studies are required to fully understand the pathophysiology of neurological toxoplasmosis
in rodents, and authors should be very careful in the choice of their experimental model in order to

increase the consistency of their results.
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1. Behavioral changes leading to
increased exposure to predators:
- Loss of aversion to feline urine

- Loss of memory

- Loss of risk aversion

- More locomotor activity

3. Behavioral changes leading to
increased vertical transmission:
- Females more attracted by infected
males resulting in more gestations

- Increased progesterone in infected
females leading to gestation facilitation

- Enhanced production of testosterone in
males resulting in more gestations

2. Behavioral changes leading to increased
horizontal transmission:

- Females more attracted by infected males

- Enhanced production of testosterones in
males leading to increased sexual activity
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is @ common infection whose worldwide
prevalence is estimated at 30%, with large disparities
across the world. Among infected subjects, the
prevalence of ocular toxoplasmosis (OT) is, however,
limited to about 2% in Europe and 17% in South
America. In France, it is estimated that about 1 000

000 patients present either active OT or subsequent
chorioretinal scars. Toxoplasma gondii is the first

cause of posterior uveitis worldwide, responsible for
retinochoroiditis, at times associated with anterior
uveitis. To date, there is no consensus yet on how to
diagnose OT, which is often based only on clinical
presentation. Nevertheless, OT-associated symptoms are
often atypical and misleading. Over the last 20 years,
tremendous progress has been made in biological tools,
enabling parasitologists to confirm the diagnosis in most
suspected cases of OT. Using anterior chamber puncture,
a safe and fast procedure, ophthalmologists sample
aqueous humour for analysis using multiple techniques
in order to reach high specificity and sensitivity in

OT diagnosis. In this article, we present the different
techniques available for the biological diagnosis of OT,
along with their characteristics, and propose a diagnostic
algorithm designed to select the best of these techniques
if clinical examination is not sufficient to ascertain the
diagnosis.

INTRODUCTION

Ocular toxoplasmosis (OT) refers to the ocular
consequence of the infection with Toxoplasma
gondii, an intracellular protozoan parasite that
infects mammals, including humans, and persists in
muscular, cerebral and ocular tissues. This infection
is very common. In 2004, more than one-third of
the global population harboured T. gondii. Great
disparities were observed among different regions
of the world, with a prevalence ranging from 10%
to 809%." A 2009 study conducted in the United
States concluded that about 2% of all infected
subjects developed retinal lesions.” However, this
figure might not apply to other parts of the world,
as OT is responsible for between 1% and 43% of all
uveitis cases, depending on the respective geograph-
ical region.” Despite this tremendous epidemiolog-
ical relevance, OT remains poorly investigated,
with its pathophysiology still not well understood.
As a result, clinical practices in managing patients
with OT have little evolved in recent decades, both
diagnostically a nd therapeutically. Certain medica-
tions and techniques have been employed for more
than 50 years.*® In particular, very little is known

about OT recurrences in spite of these conditions
being thought responsible for most visual impair-
ments complicating OT, due to the development of
successive central lesions evolving into retinal scars
with permanent vision loss.

Classically, ophthalmic examination is considered
to be the gold standard for diagnosing toxoplasmic
retinochoroiditis, displaying white active spots in
funduscopy, sometimes associated with pigmented
scar spots in orbit with or at distance from active
ones.” If an active spot is positioned close to retinal
vessels, contiguous vasculitis is commonly observed.
These retinal lesions are often accompanied by gran-
ulomatous hypertensive anterior uveitis. Depending
on the localisation of the spots and intensity of the
inflammation, patients may suffer visual blur, eye
floaters or even severe visual impairment in case of
macular lesions.® However, OT retinochoroiditis
lesions are often atypical and may thus be mistaken
for lesions of other origins.”'* Indeed, OT may
cause isolated vasculitis, papillitis, optic neuropathy
(Jensen scotoma), retinal artery occlusion, exuda-
tive retinal detachment or choroidal ischemia.””'*

When OT is suspected, many ophthalmologists
tend to exclusively rely on their clinical evaluation
before initiating treatment without prior biological
confirmation.'” " This approach is not devoid of
potentially severe systemic undesirable effects and
does not allow ocular tissues to be cleared from T.
gondii cysts. However, due to the improvement of
existing tools, as well as the development of new
laboratory techniques, a sample of aqueous humour
(AH), along with serum, is almost always sufficient
to confirm OT diagnosis. This article sought to
review the various biological methods available for
OT diagnosis, in the light of recent epidemiological
and clinical data, and to discuss their indication in
different situations, in an effort to guide ophthal-
mologists and biologists towards the best manage-
ment of patients with OT.

BIOLOGICAL TOOLS FOR THE DIAGNOSIS OF OT

When a retinal lesion is detected by funduscopy
and suspected to be of toxoplasmic origin, using
biological tools renders it possible to confirm this
suspicion in more than 80% of cases. Different
techniques are available, such as direct detection of
toxoplasmic DNA using PCR, local antibody detec-
tion in AH or vitreous body (VB) using ELISA tech-
niques and comparison between serum and ocular
immune profiles. Antibodies detected in ocular
tissues are likely expressed locally in case of active
OT, or originate from the systemic circulation,
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passing through an injured blood-ocular barrier (BOB). Given
this context, comparison between seric and ocular immune
profiles is the only means to differentiate these two mechanisms.
In any case, biological OT diagnosis starts with a blood serology,
refuting the diagnosis when negative test results are obtained
in immunocompetent subjects. An additional sample of AH in
parallel is required for further analyses.

Serum analyses: kinetics of antibodies

The type, level and kinetics of anti-T. gondii antibodies enable
us to determine the time of toxoplasmic infection. During
primo-infection, IgM and IgA are the first parameters to be
detected, 7-14 days after the infection."* ™® Their concentration
level increases during the first 2 months of infection, decreasing
thereafter until negativity is obtained around the eighth month
of infection. IgG antibodies are detectable at a later time point,
starting to rise 14-21 days after infection. Their titre increases
until the third month, then stabilises for a few months before
decreasing slowly. However, typically, a low IgG titre persists life
long, endorsing the infection diagnosis while conferring residual
immunity."*

Diverse techniques for IgM, IgG and IgA detection are avail-
able, in addition to several commercial kits with automatised
procedures and diverse performances in terms of specificity
and sensitivity. The choice of the reagent proves critical and
must take into account the particular clinical situation of the
patient, such as pregnancy, immunodeficiency or other, which
has already been extensively discussed elsewhere.'®'” Addition-
ally, it is possible to date the infection by measuring the avidity
of specific IgG. This assay consists of comparing the binding of
IgG with its antigen either in the presence or absence of a disso-
ciation agent. When the infection is older than 4 months, IgG
avidity is usually strong."” In immunocompetent subjects, a nega-
tive serology excludes toxoplasmosis. In immunocompromised
patients, however, anti-T. gondii antibodies may be difficult to
detect, despite active infection.'®

Recently, several studies have evaluated the potential useful-
ness of immune cell analyses in OT diagnosis, particularly by
means of the interferon gamma (IFNY) release assay (IGRA)."
This test, performed in vitro, is based on IFNy expression by
T cells after stimulation with toxoplasmic antigens. It has been
reported to be rapid and inexpensive while permitting the differ-
entiation between chronic and acute infections.”’ Furthermore,
this test appears effective in detecting early congenital toxo-
plasmosis.”! To date, only one research group has studied IFNy
expression by peripheral blood mononuclear cells in the partic-
ular setting of OT, analysing 23 subjects with active lesions or
scars. The test results were, however, similar between subjects
and negative controls.”” Thus, IGRA in its current version may
not be suitable for detecting seric antibodies in patients with OT,
and further studies are required to determine the value of such
assays for OT diagnosis.

AH sampling

The anterior chamber puncture (ACP), used to sample AH, is a
simple, safe and fast procedure, which does not require much
training.” It is performed under local anaesthesia (oxybupro-
caine eyewash) after disinfection of conjunctival fornices using
povidone-iodine. Ideally, the testing is conducted in a dedi-
cated room with sterile material, but it can similarly be carried
out using the slit lamp under strict aseptic conditions. Most
common adverse events comprise traumatic cataract and ante-
rior chamber haemorrhage, which are extremely rare, as are

other possible adverse events, such as endophthalmitis, severe
ocular hypotonia, total hyphema and povidone-iodine allergy.**
A study analysing 560 ACP conducted at the slit lamp after
careful asepsis reported an overall complication rate of 0.7%, all
of which were benign.”* There is no particular contraindication
to ACP, except for patient’s anxiety, as he must remain still to
ensure the safety of the procedure. If the seric serology proves to
be negative, AH sampling may be employed for diagnosing other
causes of retinal lesions.”’ »*

T. gondii direct detection by gene amplification
T. gondii DNA detection using PCR is a valuable tool for OT
diagnosis in immunocompetent subjects, even if its sensitivity in
AH is low, ranging from 30% to 67% in various studies.”>° In
the past, the B1 gene, with a highly conserved sequence among
T. gondii strains, and repeated 3—7 times in its genome,’" was the
target of routine testing.”’ ** First described in 2001, REP-529
sequence is currently the test target; it is repeated 38-75 times
in T. gondii genome.’" Indeed, studies comparing these primers,
targeting B1 gene with endpoint PCR or REP-529 sequence with
real-time PCR, demonstrated the latter to be 10-100 times more
sensitive.”® 23

T. gondii PCR is particularly useful in immunocompromised
patients, with an increased sensitivity of 75% due to increased
parasite proliferation owing to a lack of humoural and cellular
immune responses in these patients.” PCR can additionally be
carried out on VB samples with a sensitivity of 50%.2° %" Speci-
ficity of PCR is excellent (100%), and a positive result confirms
OT diagnosis.”’ Free parasites in the eye are essentially observed
during primo-infection or recurrences, and the low PCR sensi-
tivity reflects the shortness and low amplitude of this event,
especially when concerning recurrences. Thus, using PCR may
prove particularly interesting when ACP is performed shortly
after the onset of symptoms.

Anti-T. gondii antibody detection in AH

In the setting of OT, anti-T. gondii antibodies are expected to be
produced in the eye.* Thus, a negative serology in AH widely
excludes this diagnosis, whereas a positive one has per se no
positive predictive value, owing to the physiological passive tran-
sudation of seric antibodies into AH if the BOB is destroyed.'
Because of the high rate of false-negative results, a negative AH
serology does not, however, exclude OT in immunocompro-
mised patients or very early after onset of symptoms in primary
OT." If antibodies are detected, comparison between seric and
ocular titres is required to confirm OT diagnosis. Three tech-
niques are currently in use.

The Goldmann-Witmer Coefficient (GWC) determines the
ratio between seric and ocular immune loads.® The immune
load of AH is defined as the ratio of specific anti-T. gondii IgG
to total IgG in AH. The immune load in serum is defined in
the same manner while considering seric antibody titres. GWC
is defined as the ratio of AH to serum immune loads. If GWC
is superior to a threshold between 2 and 4, depending on the
authors, it is considered to be relevant for intraocular anti-T.
gondii antibody synthesis.’® ** *° If inferior to 2, testing does not
confirm intraocular- specific antibody synthesis. Sensitivity of
GWC ranges from 29% to 81%, depending on the definition
of the cut-off, with a specificity from 83% to 100%, depending
on the studies.”” ** ****" This coefficient is likely influenced by
several factors, such as ocular inflammation, modifications in
BOB permeability and presence of immune complexes in AH.*
In 2005, Garweg et al comparing patients from Switzerland and
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Figure 1

Brazil demonstrated that these two populations did not present
the same profile, Brazilian patients having a lower mean GWC
than Swiss patients.*” Given it is known that typical European
and atypical South American T. gondii strains are responsible
for dramatically different pathophysiologies, Brazilian patients
were suggested to exhibit higher antibody levels of seric origin
in AH, due to enhanced BOB damages.*” * Furthermore, the
time interval between symptom onset and ACP appears critical
for the interpretation of results. Indeed, GWC has been reported
to be lower when performed early after the onset of symptoms,
which is in line with experimental findings,*® ** ** 7% although
one article demonstrated that GWC sensitivity was higher when
performed early.* This technique requires a high volume of AH
(about 100 pL).

The ELISA-IgG test, which requires only about 20 uL of AH,
allows anti-T. gondii IgG titres to be detected in both serum and

Diagnostic algorithm for biological confirmation of suspected OT. OT, ocular toxoplasmosis.

AH, and compare them to any specific IgG against any pathogen
that does not cause eye infection. Specific anti-mumps IgG are
convenient for such purpose, since they are present in almost
all individuals in Western countries due to extensive vaccina-
tion campaigns, whereas the mumps virus is not responsible for
ocular pathologies.’’ In the first step, the ratio of seric to ocular
anti-T. gondii antibodies is calculated using ELISA-IgG.*%>* This
ratio is considered as positive when inferior to 2, equivocal when
between 2 and 3 and negative when superior to 3. In case of
positive or equivocal results, it is necessary to verify that these
results are not consecutive to passive antibody transudation
due to a BOB breaches. Then, the ratio of seric to ocular anti-
mumps virus IgG is calculated. If the mumps virus index proves
to be negative, a positive toxoplasmic index confirms intraocular
synthesis of anti-T. gondii antibodies.”” If the mumps virus index
is positive or equivocal, results cannot be interpreted, as they are

Greigert V, et al. Br J Ophthalmol 2019;0:1-5. doi:10.1136/bjophthalmol-2019-313884
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indicative of BOB rupture. Given this context, an immunoblot
(IB) assay must be performed. We chose to name this technique
the Candolfi Coefficient (CC) after the parasitologist who first
described it.’* The sensitivity of CC ranges from 63% to 95%
in AHL20 30434553

The IB analyses the specificity of seric and ocular antibodies.
Antibodies found in AH are typically specific for other toxo-
plasmic antigens than those found in the blood. An intraocu-
lar-specific antibody synthesis can be determined by comparing
immune profiles between blood and AH samples, since it is
associated with a higher number of antigens recognised and/or a
higher antibody concentration in the eye. This assay is indepen-
dent of BOB integrity.'® '®** The technique’s sensitivity is similar
to GWC or CC, varying from 53% to 98%, depending on the
immunoglobulin class detected, and its specificity is high, up to
95%.17394¢ Furthermore, the IB is believed to be more sensitive
than GWC or CC in the first 3 weeks following ocular symptom
onset.”

In any case, when considering that eye antibody synthesis is
slightly delayed compared with the infection, with the different
immunoglobulin types appearing in a similar order than in the
blood, it is believed that serology performance in AH is better
when ACP is not performed at an early infection stage, with IgA
being the first to be detected, followed by IgG at later infection
stages.

DISCUSSION

OT diagnosis is often exclusively based on ophthalmic exam-
ination criteria, when the clinical suspicion is strong enough
to avoid any further investigations involving blood and AH
sampling. In many cases, however, the clinical presentation is
misleading or not typical enough to avoid additional testing. In
such situations, it is critical to perform liquid sampling designed
to affirm OT diagnosis and, if necessary, to consider alternative
diagnoses, providing appropriate treatments to patients suffering
posterior uveitis.

The different tests available present different strengths and
weaknesses, rendering them more or less useful in different clin-
ical situations. Thus, in the setting of an immunocompromised
patient, serology results must be considered with caution, owing
to the risk of false-negative results due to low antibody synthesis
frequently observed in these patients. On the opposite, immuno-
suppression may account for an increased parasite proliferation
within the eye, enabling the infection to be easier detected via
PCR assays. In any case, the parasite presence in AH is probably
both moderate and transient, rendering PCR most profitable
when performed at early infection stages, whereas intraoc-
ular serology testing would be more efficient at later infection
stages.” °” When combined, these tests can achieve excellent
performances, as shown in several studies. In 2009, Talabani et
al reported 85% sensitivity and 93% specificity obtained when
combining GWC, IB and PCR. In 2008, Fekkar et al demon-
strated 97% sensitivity and 93% specificity with the same test
combination.’”**

Given these data, we propose a diagnostic algorithm (figure 1),
enabling a biological diagnosis to be made in most cases. This
algorithm takes immunocompromised patients into account. Of
note is that this algorithm is only fully applicable in the ideal
situation where all the aforementioned techniques are available.
Thus, it must be adapted depending on the technical means
available in each laboratory. Nonetheless, most techniques
described here are widely available in most Western, Asian and
South-American laboratories.

Now that biological tools with high-performance levels in
biological OT diagnosis are available, it would be interesting to
compare the results of these tests with those of exclusive clin-
ical examination in different situations, such as typical/atypical
lesions or immunocompromised/immunocompetent patients.
The timing between onset of symptoms and AH sampling seems
to have a critical importance in the interpretation of these tests,
but further studies are required to better understand the kinetics
of both T. gondii tachyzoites and anti-T. gondii antibodies in the
AH. By combining clinical and biological criteria, it should be
possible to develop a diagnostic score that should allow us to
better assess the need for initiating a treatment that might be the
cause of severe systemic side effects. Meanwhile, when clinical
examination is not sufficient to ascertain OT diagnosis, there
appears to be no reason not to perform blood and AH sampling
designed to reach either a biological OT diagnosis or another
diagnosis, particularly via multiplex assays. Such an approach
would ensure better care of patients with posterior uveitis.
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Annexe C

Biological diagnosis of ocular toxoplasmosis : a

nine-year retrospective observational study

Etude rétrospective sur g ans du diagnostic biologique de toxoplasmose oculaire au CHU de Stras-
bourg : la qualité et quantité des prélevements d’humeur aqueuse est primordiale afin de permettre
la réalisation de différentes techniques permettant d’augmenter la sensibilité globale des techniques

de diagnostic biologique.
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ABSTRACT Ocular toxoplasmosis (OT), i.e., the ocular manifestation of Toxoplasma
gondii infection, is one of the leading causes of posterior uveitis. While ocular lesions
are often typical, atypical forms often require biological confirmation of the diagno-
sis. Our study sought to review the biological OT diagnoses made in our laboratory
to further assess the role of each test in the diagnostic procedure. All ocular samples
sent to our laboratory over the last 9years for OT diagnosis were included. These
samples were analyzed using T. gondii PCR and antibody detection by means of im-
munoblotting and Candolfi coefficient (CC) determinations, either alone or in combi-
nation. Since serum analysis is required to interpret both the CC and immunoblot-
ting, blood serology for T. gondii was also performed in most cases. Of the 249
samples analyzed, 80 (32.1%; 95% confidence interval [95%Cl], 26.3 to 37.9) were
positive for OT. Of these 80 cases, 52/80 (65.0%; 54.6 to 74.5) displayed a positive
PCR, 15/80 (18.8%; 10.2 to 27.3) a positive CC, and 33/80 (41.3%; 95%Cl, 30.5 to
52.0) a positive immunoblot result. Overall, 63 of the 80 OT diagnoses (78.8%;
95%Cl, 69.8 to 87.7) were made on the basis of a single positive test result. Our
study results remind us that current biological diagnostic tools for OT must be
employed in combination to obtain an optimal diagnosis based on the precious
ocular fluids sampled by ophthalmologists. Clinicobiological studies that are fo-
cused on correlating the performances of the different tests with clinical features
are critically needed to improve our understanding of the pathophysiology and
diagnosis of OT.

IMPORTANCE Ocular toxoplasmosis (OT), a parasitic infection of the eye, is consid-
ered to be the most important infectious cause of posterior uveitis worldwide. Its
prevalence is particularly high in South America, where aggressive Toxoplasma gon-
dii strains are responsible for more-severe presentations. The particular pathophysiol-
ogy of this infection leads, from recurrence to recurrence, to potentially severe vi-
sion impairment. The diagnosis of this infection is usually exclusively based on the
clinical examination. However, the symptoms may be misleading and are not always
sufficient to confirm a diagnosis of OT. In such cases, biological tests performed by
means of several techniques on blood and ocular samples may facilitate the diagno-
sis. In this study, we analyzed the tests that were performed in our laboratory over a
9-year period every time OT was suspected. Our report highlights that the quality of
ocular sampling by ophthalmologists and combinations of several techniques are
critical for a reliable biological OT diagnosis.

KEYWORDS ocular toxoplasmosis, parasite, retinochoroiditis, diagnosis,
ophthalmology, Toxoplasma gondii, diagnostics, infectious disease, ocular
immunology, parasitology
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cular toxoplasmosis (OT) is the ocular presentation of the infection caused by the

ubiquitous apicomplexan parasite Toxoplasma gondii. In some parts of the world,
the prevalence of T. gondii infection is estimated at up to 80%, leading OT to represent
one of the primary etiologies of posterior uveitis in regions like South America (1, 2). OT
causes retinochoroiditis, leading to visual impairment from recurrence to recurrence
and, in rare situations, to loss of sight in the infected eye (3, 4). In most cases, retinal
lesions are sufficiently characteristic to allow an OT diagnosis to be established by
ophthalmologists relying only on ophthalmic examination (5). However, the clinical
presentation can at times prove to be misleading, requiring biological tests to be either
confirmed or refuted (5-8). Indeed, a recent article showed that, in South America, the
clinical diagnosis could be modified in a significant proportion of uveitis cases when
adding laboratory testing (9). In these cases, physicians have resorted to tests per-
formed on blood and ocular samples, these latter primarily consisting of aqueous
humor (AH) samples collected through anterior chamber puncture (ACP), a fast and safe
procedure (10, 11), but also of vitreous humor (VH) samples collected via vitrectomy, a
far more risky intervention.

Several biological techniques enable clinical parasitologists to optimize these blood
and ocular samples, including the direct detection of parasites through PCR and
antibody detection with titer interpretation from the blood, as well as from ocular
samples, as already reviewed elsewhere (12). By combining these techniques, clinical
parasitologists are now able to achieve sensitivity (Se) and specificity (Sp) of up to 97%
and 93%, respectively (13, 14). However, biological techniques, particularly PCR, might
have different performances according to whether they are performed on European/
North American or South American patient samples (15).

In the current study, we aimed to review all the OT cases diagnosed in our
laboratory, without any consideration for the underlying clinical situation, so as to
further assess the role of each test employed in positive samples according to the
diagnostic procedure.

RESULTS

From 1 January 2010 to 31 December 2018, 249 ocular samples primarily comprising
AH (240/249) (96.4%; 95% confidence interval [95%Cl], 94.1 to 98.7) were sent to our
laboratory for OT diagnosis (see Table S1 in the supplemental material).

Blood serology analysis for diagnosis of toxoplasmosis was performed in our labo-
ratory in 217 cases, of which 148/217 (68.2%; 95%Cl, 62.0 to 74.4) were positive with a
chronic infection profile, 7/217 (3.2%; 95%Cl, 0.9 to 5.6) had a primary infection profile,
and 1/217 was positive yet doubtful with respect to antibody avidity. PCR was per-
formed in 242 cases, of which 52 (21.5%; 95%Cl, 16.3 to 26.7) were positive. PCR was
not performed in seven cases due to either insufficient AH quantity (n = 3) or for
unknown reasons (n = 4). Ocular serology testing was conducted by means of
immunoblotting in 117 cases, of which 51/117 (43.6%; 95%Cl, 34.6 to 52.6) exhibited
similar immune profiles in the blood and AH samples and 33/117 (28.2%; 95%ClI, 20.1
to 36.4) different profiles, whereas 33/117 (28.2%; 95%Cl, 20.1 to 36.4) were negative.
Finally, the Candolfi coefficient (CC) was assessed in 83 cases, of which 15/83 (18.1%;
95%Cl, 9.8 to 26.4) were positive, 26/83 (31.3%; 95%Cl, 21.4 to 41.3) were negative,
32/83 (38.6%; 95%Cl, 28.1 to 49.0) were noninterpretable due to blood-ocular barrier
(BOB) permeability, and 10/83 (12.1%; 95%Cl:5.0 to 19.0) were doubtful due to inter-
mediate values. Only 74/249 (29.7%; 95%Cl, 24.0 to 35.4) of all eye samples were tested
using these three techniques.

Of the 249 samples analyzed, 80 (32.1%; 95%Cl, 26.3 to 37.9) produced results in
favor of the OT diagnosis (Fig. 1). The PCR was positive in 52/80 cases (65.0%; 95%Cl,
54.6 to 74.5); immunoblotting was positive in 33/80 cases (41.3%; 95%Cl, 30.5 to 52.0),
and the CC was positive in 15/80 cases (18.8%; 95%Cl, 10.2 to 27.3). Blood serology was
performed in our laboratory in 76/80 of positive cases, of which 74/76 turned out to be
positive (97.4%; 95%Cl, 93.8 to 100.0), with a primary infection profile in 5/76 cases
(6.6%; 95%Cl, 1.0 to 12.2). Of the two patients with negative blood serology, one
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FIG 1 Results of biological tests in all OT biologically diagnosed at Strasbourg University Hospital from 1 January 2010 to

31 December 2018.

displayed a positive yet noninterpretable CC due to a permeable BOB, whereas the
other one did not undergo the ocular serologic assays. Of note, two of the five cases
with a primary infection profile had a negative PCR. Of the 52 cases with a positive PCR,
25 were tested using either immunoblotting or CC, with 13 being positive (48.0%;
95%Cl, 28.4 to 67.6); similarly, of the 41 cases with a positive CC or immunoblotting, 13
(31.7%; 95%Cl, 17.5 to 46.0) were positive using PCR. Overall, 21 of the PCR-negative
samples exhibited immune profiles that differed between the blood and eye samples,
allowing the OT diagnosis to be established. This was confirmed by a positive CC in four
cases. A total of 11 samples were analyzed through CC despite a positive PCR; among
the 11 samples, 4 were positive, 6 noninterpretable due to BOB permeability, and 1
doubtful because of intermediate values. Finally, five samples displayed an interpreta-
ble and positive CC, allowing the OT diagnosis to be made. Overall, 63/80 OT diagnoses
(78.8%; 95%Cl, 69.8 to 87.7) were made due to a single positive test, whereas only 25/80
(31.2%; 95%Cl, 21.1 to 41.4) were tested using the three techniques, of which only 3/25
(12.0%; 95%Cl, 0.0 to 24.7) turned out to be positive with the three tests (Fig. 2).

Of these 249 samples, 124 (49.8%; 95%Cl, 43.6 to 56.0) were additionally tested for
viral infections (cytomegalovirus [CMV], herpes simplex virus [HSV], or varicella-zoster
virus [VZV]), among which 11 (8.9%; 95%Cl, 3.9 to 13.9) were positive (6 for HSV, 4 for
VZV, and 1 for CMV), while 3 revealed the presence of PCR inhibitors. All the samples
that were positive for a viral infection were negative for toxoplasmosis. In addition, 18
(7.3%; 95%Cl, 4.0 to 10.5) of the 249 samples were tested for the presence of bacteria
using PCRs (for detection of 16S DNA, Borrelia sp., Bartonella sp., or Chlamydia tracho-
matis), though all turned out to be negative. Of the 249 samples, 134 (53.8%; IC9%: 47.6
to 60.0) were also tested for other infections. Of the 169 samples that were negative for
OT, 108 (63.9%; 95%Cl, 56.7 to 71.2) were tested for other microorganisms, either viral
or bacterial in nature, resulting in 11 additional microbiological diagnoses. Of these 11
subjects, 5 exhibited negative blood T. gondii serology.

DISCUSSION

We performed an observational study over a 9-year period, allowing us to analyze
data regarding a great number of samples. However, this kind of study, without prior
design, did not allow us to access reliable clinical data about the patients whose
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cC

PCR

3 Immunoblot
5

FIG 2 Euler diagram showing the number of positive tests for each ocular toxoplasmosis sample tested
using PCR, immunoblotting, and Candolfi coefficient.

samples were analyzed, and we could not ascertain whether the same set of techniques
was always used for all analyses of the samples.

Over this 9-year period, our laboratory biologically diagnosed 80 OT cases based on
249 samples analyzed. This relatively low ratio highlights the fact that OT diagnosis
primarily relies on ophthalmic examination in most cases. Indeed, in cases where the
lesions found are typical of OT, clinicians often avoid performing an ACP (5, 16).
Considering that most samples analyzed in our laboratory originated from patients
presenting lesions that were compatible with though not typical of a diagnosis of OT,
this ratio would indicate that biological confirmation is an essential diagnostic step in
atypical OT presentations. In addition, when suspecting other ocular diseases, it is
highly probable that clinicians take advantage of the ACP that they perform to assess
the possibility of an atypical OT presentation, even when the suspicion is weak (17). This
is illustrated by the fact that more than half of the samples were also analyzed for other
kinds of microorganismes, either viral or bacterial. That situation artificially decreases the
ratio of confirmed biological OT diagnoses, since tests are performed in settings where
OT is, in fact, not clinically suspected. Finally, we cannot exclude the possibility that this
low ratio might reflect low sensitivity of our diagnosis algorithm.

Of these 80 cases, 52 exhibited a positive PCR. This ratio highlights the relevance of
this particular test in our diagnosis algorithm, since two-thirds of our cases could have
been diagnosed using a single test on ocular samples. In the present study, the PCR was
positive in three patients with an immune profile compatible with a primary infection,
as well as in two patients presenting a negative serology, corresponding to either
immunocompromised subjects or to very early primary infections—two situations in
which PCR is believed to be highly sensitive. However, the PCR results remained
negative in two subjects presenting immune profiles compatible with primary infec-
tion. The biological diagnosis of these two patients was made because of the CC, since
the immunoblotting profiles of the blood and eye samples were similar. This is
consistent with the course of a primary infection acquired through per os contamina-
tion, that is, systemically. However, since the CC analyzes the differences in the
intensities of immunoglobulin synthesis in the eye and blood, rather than differences
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in antibody repertoires, we were able to detect strong intraocular antibody synthesis
corresponding to retinochoroiditis. In this assay, the “mumps” ratio is necessary to
assess the impermeability of the BOB. We have chosen to use the parameter of mumps
virus immunity since, as previously explained, a large proportion of the French popu-
lation has become immune to this virus following several vaccination campaigns (18).
The same objective could, however, be achieved using virtually any other common
microorganism generating long-lasting immunity and not involved in ocular pathology.

The PCR was negative in 28/80 OT cases. OT was then diagnosed using techniques
based on detection of different anti-T. gondii antibody expression results, either with
respect to the repertoire or the amplitude, between the blood and intraocular fluids.
This could reflect the different kinetics of detection of parasites and antibodies by the
tests used, during OT. Indeed, antibodies are expected to be expressed in the eye after
the onset of infection, even in cases of recurrence (19, 28). In immunocompetent
patients at least, under conditions of immune response pressure, given that the parasite
presence in situ is probably at a low level and transient, we would expect patients with
a positive PCR result to exhibit low ratios of positive immunoblotting or CC and patients
with a negative PCR result to exhibit high ratios. Indeed, less than half of the positive
PCR samples tested using antibody detection-based tests were positive for the latter,
and, similarly, less than a third of the positive CC or immunoblot samples were positive
using PCR. Nevertheless, as our analysis relied on real-life data, a small proportion of the
samples underwent all three assays, thereby decreasing our statistics'’ power and
allowing for study biases. It may also be possible that these figures highlight a lack of
sensitivity in the tests that we performed. It is, however, likely that the combination of
these three assays enables the clinical parasitologists to perform the best test for each
step of toxoplasmic retinochoroiditis, resulting in higher overall diagnostic perfor-
mances, as previously described (13, 14, 20).

In our study, 175/249 of all the ocular samples were not tested using all three
techniques; among those 175 samples, 42 displayed a positive PCR. Of the remaining
133 samples with a negative PCR, 86 were not tested with either immunoblotting or CC,
and 47 were tested using only one of these tests. Most often, because of insufficient
sample volume, these tests were not performed. In regard to the very high specificity
of PCR, choosing not to perform antibody detection-based assays on samples already
positive by PCR appears understandable, but it remains true that 133/249 (53.4%;
95%Cl, 47.2 to 59.6) were not tested with the best of current diagnosis techniques, the
use of which might have facilitated the OT diagnosis. This further highlights the
importance of ensuring the quality of ocular liquid sampling by ophthalmologists in
order to obtain reliable biological test results.

Finally, the performances of the tests that we applied could be compared with the
results of a previous study carried out in the same laboratory and published in 2003. For
instance, analyzing only the ocular samples tested with all three techniques, we
showed a current PCR sensitivity of 40% (10/25) versus 28% PCR sensitivity in the data
from 2003 (20). Moreover, the sensitivities of immunoblotting and CC were 33% and
53% in our previous study versus 60% (15/25) and 56% (14/25) in the current study,
respectively. At that time, the PCR technique differed in that it used primers targeting
a sequence in the B1 gene, with a lower sensitivity (21-23). Thus, these current results
may likewise highlight the improvements made in the PCR technique, resulting in an
increase in this assay’s sensitivity. However, if the hypothesis that PCR exhibits better
performance than antibody detection-based testing at early infection stages proves to
be true, the progression of the test’s performances from the earlier study to the later
study may also reflect earlier AH sampling in the present study than in the previous
one. Increased levels of systematic AH sampling in cases of OT suspicion may explain
this sampling being performed at an earlier stage of infection than had previously been
the case, reflecting changes in the practice of the ophthalmologists.

In conclusion, our study data remind us that current biological diagnostic tools for
OT must be used in combination in order to make the best of the precious ocular fluids
sampled by ophthalmologists but also that the accuracy of the results also relies on the
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volume of the samples. This need for combining tests probably reflects the fact that
clinical OT suspicion might occur at different disease stages, rendering parasites or
antibodies more or less easily detected depending on the progression of the infection.
To gain a better understanding of which parameters are relevant for the performances
of the different diagnostic tests, prospective clinicobiological studies focused on cor-
relating the performances of the different tests with clinical characteristics, such as the
delay between symptom onset and ACP or the presence of a retinal scar, are critically
needed. This would also be an opportunity to assess the performance of the clinical
examination within the diagnostic procedure. Moreover, such studies might shed light
on fundamental aspects of OT pathophysiology and pave the way to improvements in
this infection’s diagnosis and treatment.

MATERIALS AND METHODS

We included all the blood and ocular samples assessed from 1 January 2010 to 31 December 2018
in our laboratory for OT diagnosis without considering the strength of the clinical OT suspicion or the
underlying clinical condition. All information was retrieved from our laboratory records. The samples
originated from several medical centers, all situated in eastern France, including Strasbourg University
hospital, Colmar hospital, Mulhouse hospital, Trévenans hospital, and Belfort hospital. Furthermore, two
samples were sent by private clinical pathology laboratories and three directly by private practitioners.

Blood samples were employed for the serologic assays, which consisted of IgG and IgM titer
determinations performed using the Liaison Toxo IgG and IgM assay (DiaSorin, Saluggia, Italy) (Se, 95.8%;
Sp, 99.5%) (24) from January to March 2010, then starting from April 2010, the Architect Toxo IgG and
IgM assay (Abbott, Rungis, France) (Se, 99.6%; Sp, 99.5%) (24). In cases of positive IgM titers, an avidity
test was performed using an Architect Toxo IgG avidity kit (Abbott, Rungis, France) (Se, 89.3% at the
acute phase and 87.1% at the latent phase) (25) to determine if the seropositivity corresponded to a
primary infection or to a chronic infection. For the Architect Toxo IgG avidity kit, avidity was considered
low for levels below 50%, high for levels above 60%, and doubtful for levels between those limits. Thus,
a patient with positive IgM titers and an avidity result of below 50% was classified as presenting with a
toxoplasmic primary infection.

Ocular samples were tested using three different techniques. Whenever possible, real-time quanti-
tative PCR (qPCR) allowing the detection of the REP-529 sequence of T. gondii was performed (12). DNA
extraction was carried out on the centrifugation pellet using a minimum of 5 ul of AH (12,000 rpm for
3 min) eluted in 100 ul of water by the use of a QlAamp DNA minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) until
December 2017; then, after December 2017, the extraction procedure was carried out by the use of an
automated MagNA Pure 96 nucleic acid extractor (Roche, Meyland, France). PCR was conducted using the
Tox-9 and Tox-11 primers and Tox-HP-1 and Tox-HP-2 probes, as previously described (26). Each sample
was tested four times in parallel, among which one of the tests contained an internal control for the
presence of PCR inhibitors. In addition, each batch contained one positive control, one negative control,
and a standardized scale. This protocol, along with external controls (i.e., evaluation by an external
organization of the test performances in our laboratory), allowed performances of 100% Se and 100% Sp
to be achieved at the threshold of 0.1 parasite/ml of liquid sample.

Whenever possible (e.g., if the remaining sample volume was sufficient), two serologic tests were
conducted on each of these samples. We first performed an immunoblot assay comparing the 1gG
profiles of blood and ocular samples. To this end, a Toxoplasma Western blotting (WB) IgG/IgM
(immunoprofile comparison) kit (Ldbio Diagnostics, Lyon, France) (Se, 62.8%; Sp, 92.8% [according to the
manufacturer]) was employed. For an OT case, the toxoplasmic antigens detected in the ocular sample
are expected to differ from those retrieved from the blood sample. This test thus remains reliable even
if the blood-ocular barrier (BOB) is permeable to circulating antibodies. If immunoblotting carried out on
the ocular samples demonstrated antigens that differed from those detected in the blood, the test result
was considered positive (Fig. 3). This test was performed according to the manufacturer’s instructions by
diluting a 25-ul AH sample or 10-ul blood serum sample in 1.2 ml buffer each.

Finally, the Candolfi coefficient (CC) was assessed by determination of antitoxoplasmic IgG titers in
ocular and blood samples by the use of the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-IgG technique
(12, 20). Thus, if the ratio of serum IgG to ocular IgG was <2, the “toxo” ratio was considered positive;
if this ratio was >3, it was considered negative. The result was considered doubtful when the ratio was
revealed to be between those two limits. The possibility of passive transudation of serum IgG into the
eye through the BOB in cases of inflammation was assessed by comparing anti-mumps virus IgG titers
in the serum and eye. If the ratio of serum IgG to ocular IgG was <2, the BOB was considered permeable
to systemic antibodies; it was considered impermeable when >3 and doubtful when the value was
between those limits. Thus, the CC was positive when the toxo ratio was <2 and the mumps ratio >3;
the CC was negative when the toxo ratio was >3; the CC was considered doubtful when either the toxo
or the mumps ratio was between 2 and 3; it was considered noninterpretable when the mumps ratio was
<2 (Fig. 3). In any case, seropositivity for the mumps virus was required for the CC to be measured. The
toxo ratio was assessed with a Platelia Toxo IgG kit (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France), using a
minimum of 20 ul AH sample diluted at 1/10 and a blood serum sample diluted at 1/300. The mumps
ratio was assessed using a Captia mumps IgG kit (Trinity Biotech, Bray, Ireland) according to the
instructions of the manufacturer.
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humor (ah) and serum (s). (B) Diagnostic algorithm using the Candolfi coefficient.

Given the high specificity of each test performed (12), we considered OT to have been diagnosed
correctly for every ocular sample that was positive for at least one of the previously described tests,
including PCR, immunoblotting, and CC. This diagnosis algorithm has already been described in
previously published reviews (12, 27).

SUPPLEMENTAL MATERIAL
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Annexe D

Type I ROP16 regulates retinal inflammatory

responses during ocular toxoplasmosis

Etude de la réponse inflammatoire locale lors de I'infection oculaire de modéles murins par des

toxoplasmes génétiquement modifié exprimant la protéine ROP-16 d’autres sous-types parasitaires.
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Abstract

Ocular toxoplasmosis (OT), mostly retinochorioditis, is a major feature of infection with the
protozoan parasite Toxoplasma gondii. The pathophysiology 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 interac-
tions. Some distinct polymorphic virulence factors were characterized, notably the rhoptry
protein ROP16. Here, we studied the strain-dependent pathophysiology in our OT mouse
model. Besides of two wild type strains of the canonical | (RH, virulent) and Il (PRU, aviru-
lent) types, we used genetically engineered parasites, RHAROP16 and PRU ROP16-I,
expressing the type | allele of this virulence factor. We analyzed retinal integrity, parasite
proliferation and retinal expression of cytokines. PRU parasites behaved much more viru-
lently in the presence of a type | ROP16. In contrast, knockout of ROP16 in the RH strain led
to a decrease of intraocular proliferation, but no difference in retinal pathology. Cytokine
quantification in aqueous humor showed strong production of Th1 and inflammatory mark-
ers following infection with the two strains containing the ROP16-I allele. In strong contrast,
immunofluorescence images showed that actual expression of most cytokines in retinal
cells is rapidly suppressed by type | strain infection, with or without the involvement of its
homologous ROP16 allele. This demonstrates the particular immune privileged situation of
the retina, which is also revealed by the fact that parasite proliferation is nearly exclusively
observed outside the retina. In summary, we further developed a promising OT mouse
model and demonstrated the specific pathology in retinal tissues.
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Introduction

Toxoplasma gondii is a ubiquitous apicomplexan parasite, infecting a third of the human
population. In recent years, ocular toxoplasmosis (OT), mainly expressed as retinochoroidi-
ditis, have gained clinical attention, as survey studies revealed an unexpected prevalence of
this affection of 1-2% in Europe and North America [1], most of which cannot be attributed
to congenital infection [2]. While systemic infection is well explored, ocular infection
remains poorly characterized despite its medical importance. Due to the specific immune
privileged situation of the eye [3], the pathophysiological mechanisms are likely to be par-
ticular to this organ. The retina is organized in several alternate layers of nuclei and cell
bodies of photoreceptors and other neuronal cells. Additionally, several types of glial cells
help to maintain an anti-inflammatory environment and to preserve the integrity of the neu-
ronal cells. In inflammatory conditions, the retinal architecture is usually visibly distorted,
local glial cells activated and inflammatory leukocytes attracted [4]. We previously demon-
strated this also for T. gondii infection [5]. In order to investigate the pathophysiological
mechanisms, we previously characterized a murine OT model of intravitreal injection of the
replicative tachyzoite stage in basic parasitological and immunological terms [6] and demon-
strated the importance of the inflammatory Th17 pathway in infection with the relatively
avirulent type II parasites [7]. We used and further developed this model in the present
study.

Specifically, whether these findings are also valid for other T. gondii strains, has not been
investigated. Therefore, we now expand our OT model to the comparison of different strains
and the underlying strain-dependent factors. In the laboratory mouse model, differences
between the canonical lineages existing in Europe and North America have long been known
with type I strains rapidly killing mice, whereas type II strains, which are largely predominant
in human infections, are much less virulent [8]. The discovery of highly variable and unusually
virulent strains in immune competent humans in South America [9], where up to 17.7% of the
population present retinal scars [10], adds complexity to this situation. The generally more
severe OT clinical cases in South America are correlated with a completely contrasting ocular
immune response [11], but the underlying strain-dependent virulence factors are not well
explored in T. gondii infection studies [12].

Recently, products secreted from rhoptries and other apicomplexae-specific organelles
were shown to hijack host-signaling pathways, which control the immune response, and
therefore determine parasite virulence [13]. The rhoptry protein ROP16 was early identified
as a strain specific key virulence factor [14]. This protein is injected into the host cell cytosol
during parasite invasion, enters the nucleus and activates several transcription factors, such
as STATS3, through its kinase activity [15]. The allele polymorphism of ROP16 is determined
by a single amino acid difference [16] and plays a major role in the suppression of a protective
Th1 type response by virulent type I but not by avirulent type II Toxoplasma strains [17]. This
crucial role of ROP16 polymorphism was also found in South American human infections
[18].

To characterize the role of ROP16 in the increased pathogenicity of type I strains, we first
monitored the proliferation of wild and mutant type I and II strains in the eye. Then, we ana-
lyzed the expression of cytokines by retinal cells in response to infection with either wild type I
and II strains or mutants including ROP16 deficient type I strain and type II strain expressing
a heterologous type I allele of ROP16, in order to identify the influence of the virulent type I
allele of ROP16 on intraocular parasite load and pathophysiology.
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Materials and methods
Mice and parasites

Female inbred C57Bl/6] mice were purchased from Centre d’Elevage R. Janvier (Le Genest-
Saint-Isle, France) and partially bred at our own animal housing facility (accreditation no
A67-482-37). Animals were bred under specific pathogen-free conditions, according to
national and local regulations.

Tachyzoites of the avirulent (type II) PRU and the virulent (type I) RH strain of T. gondii
were obtained from the French Biological Resource Center Toxoplasma, Limoges and Reims,
France. The PRU-ROP16-I strain was kindly provided by J. Saeij, UC Davis, USA and the RH-
AROP16-1 by J. Boothroyd, Stanford University, USA). Tachyzoites were maintained in
human THP1 monocyte cultures or by weekly passages in Swiss-Webster mice. Preliminary
assays showed similar parasite proliferation and cytokine signature of the RH and the
RHAKUSO strain, which was used to create the KO strain. RH parasites were thus used as con-
trol strain. The PRU-ROP16-I strain was created by inserting ROP16-I into a PRUAHPT
strain, but HPT was again inserted afterwards (J. Saeij, pers. comm.). Therefore, the wild-type
PRU strain was used as control.

Infection model

Mice at 4-8 weeks of age were infected through intravitreal injection with a solution of 2000
tachyzoites in 5ul of sterile PBS per eye. The solution was injected into the vitreous cavity (VC)
of both eyes using 30-gauge needles (BD Microlance 3, Becton-Dickinson, Le Pont-de-Claix,
France) on a 25uL syringe (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) during general anesthesia with
isoflurane (Forene, Abbott, Paris France) [6]. Age-matched control mice received an injection
of 5uL of sterile PBS intravitreally. Four mice per group were euthanized at different time
points post-infection by isofluorane overdose. Aqueous humor was collected by anterior
chamber paracentesis (> 5 pl/eye), pooled and stored at -80°C until analysis. Eyes were enucle-
ated and pools of whole eyes were collected and stored at -20°C or immediately preserved in
4% buffered formaldehyde for Toxoplasma specific DNA quantification or histopathology,
respectively. Each experimental group consisted of four animals (8 eyes).

All experiments were performed in accordance with ARVO (Association for Research in
Vision and Ophthalmology, USA) Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research, as well as with national and local restrictions. Bilateral injection allowed us to use
fewer mice to obtain the necessary number of eyes per pool, while severe retinal pathology was
never observed in the short time frame of our infections, according to our observations in pre-
vious studies. Our animal study, including bilateral injection, was approved by the local ethic
committee (project no.AL/77/84/02/13).

Quantification of parasite load

DNA was extracted from pools of eight whole eyes and eluted in 200ul of elution buffer, as pre-
viously described [19]. Total DNA concentration was determined by Nanodrop™. 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 5 ul of DNA
solution and a reaction volume of 20 pL, following the manufacturer’s recommendations. The
repetitive TgBI gene of T. gondii was chosen as target, as it allows sensitive quantification even
for avirulent strains [20]. The following primers were used: 5’ ~GGA GGA CTG GCA ACC
TGG TGT CG CG-3’ and 5’ -TTG TTT CAC CCG GAC CGT TTA GCA G-3'.The
parasite load was calculated using external standards, extracted from known numbers of
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parasites, run in parallel, and calculated as parasites per pg DNA. The standard curve showed
high degrees of linearity at least between 10" and 10° parasites per reaction. Viability of the
parasites was assured for each batch by infecting cell cultures.

Retinal histopathology

Formaldehyde fixed eyes were embedded in paraffin, serially cut into 5 pm sections and
stained with haematoxylin and eosin, as previously described [21]. Sections were analyzed by
light microscopy under 1000x magnification. Retinal pathology was assessed for distortion of
retinal layers, vascular dilatation and presence of inflammatory cells, i.e. invasive monocytes
and neutrophils, distinguished by their characteristic morphology, and their migration into
the plexiform layers of the retina.

Cytokine/ Chemokine profile in aqueous humor

The Bio-Plex 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. As each pool of aqueous humor from eight eyes consisted of >40ul, dupli-
cates of 20ul samples were analyzed. The assay plate layout consisted in a standard series, one
blank well and duplicates of 20 uL samples, diluted to 50 uL with BioPlex mouse serum diluent.
Data were analyzed with Bio-Plex Manager TM software V1.1 (BioRad). The fold induction
index was calculated as the ratio of cytokine concentration in infected mice and the mean con-
centration of PBS injected mice.

Localization of retinal cytokine expression by immunofluorescence

Cryocut sections of whole eyes were prepared and processed for indirect immunofluorescence
to detect the cells expressing different cytokines, as previously described [19]. Primary anti-
bodies used are listed in S1 Table. The corresponding Alexa 488 or 546 conjugated secondary
antibodies were purchased from Invitrogen.

Statistical analysis

Quantification of ocular parasites was done with pools of 8 eyes, due to small volumes. Each
experiment was repeated three times and the results displayed as means + SD. Statistically sig-
nificant differences between the strains on a given day p.i. were identified using one-way
ANOVA test, followed by Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad). Quantification
of cytokines was also done with pools of 8 eyes. Means + standard deviations (SD) from dupli-
cate measures are shown. One-way ANOVA test was used to calculate statistical significance
between experimental groups at day 7 post-infection.

Results
Intraocular parasite multiplication

To evaluate the virulence of different Toxoplasma strains and the particular role of ROP16, we
injected tachyzoites into the eye. We first looked at parasite loads following infection (Fig 1).
We observed completely distinct kinetics between the two parental strains. PRU strain parasite
load increased moderately at 7 days post infection (dpi) and then decreased to very low levels
at 14 dpi, while RH strain load increased steeply and rapidly. This intraocular injection rapidly
led to fatal systemic infection, killing all RH infected mice between 7 and 14 dpi.

To evaluate the role of the virulence factor ROP16, we first evaluated the effect of a virulent
ROP16-1 allele in an avirulent type II Toxoplasma strain (PRU ROP16-I). The ocular parasite
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Fig 1. Ocular parasite load depends both on parental strain and ROP16 allele. C57BL/6 mice were infected by intraocular injection of 2000 T.
gondii tachyzoites of different strains. The parasite load was determined by quantitative PCR on DNA extracted from whole eyes. Values shown are
means * SD of three independent experiments on pools of four mice (eight eyes). ' All mice infected with RH and RHAROP16 strains died before
14 dpi. ** P < 0.01; *** P < 0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310.g001

load sharply increased until 7 dpi, to a higher level than observed with the parental strain, but
still fifty times lower than with RH infection. At 14 dpi, the parasite load diminished some-
what, but stayed at an elevated level, which was in complete contrast to the wild type PRU
infection. However, all mice finally controlled infection and did not succumb to the PRU
ROP16-I infection. Then, we determined the effect of the virulent ROP16-1 allele in its native
type I parasite by injecting RH parasites deficient of the rop16 gene (RHAROP16). The intraoc-
ular parasite load of this strain increased rapidly and to higher levels than with the PRU
ROP16-1 strain, but stayed significantly lower than with the wild type RH strain. Nevertheless,
RHAROP16 infection led to the death of all mice before 14 dpi.

Retinal pathology

We next evaluated retinal sections on pathological consequences of infection with the different
strains (Fig 2). Infection with PRU (type II) strain led to mild modifications of the nuclear lay-
ers and some cell invasion, mostly by neutrophils, which peaked at day 7. Moreover, retinal
migration of mononuclear cells, monocytes or microglial cells was visible from 3 dpi. These
modifications continued until 14 dpi and resulted in alterations in retinal architecture. Curi-
ously, when the infection was carried out with the virulent RH strain, the retinal structure
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Fig 2. Retinal pathology following intraocular infection with different strains of T. gondii does not correlate with parasite load.
C57BL/6 mice were infected by intraocular injection of 2000 T. gondii tachyzoites of different strains. Hematoxylin-eosin staining of
retina sections. GCL ganglion cell layer; IPL inner plexiform layer; INR inner nuclear layer; OPL outer plexiform layer; ONL outer
nuclear layer; Pho photoreceptor layer. % All mice infected with RH and RHAROP16 strains died before day 14. The arrows show the
characteristic pathological features described in the text.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310.9002
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remained globally normal with only vessel vasodilatation in the ganglion cell layer and some
cell migration observed.

The pathology observed following infection with the PRU ROP16-1I strain was more severe
than with either the parental PRU strain and the RH strain. Differences were already visible at 3
dpi, but became obvious by 7 dpi, with enhanced cell migration in the inner plexiform layer, but
also in the outer plexiform layer. At 14 dpi, the two nuclear layers were distorted and showed less
cell density. The photoreceptor layer showed equally cell loss. Additionally, inflammatory masses
(black spots) were observed. Overall, the alterations observed here were considerably more impor-
tant than that of the PRU wild-type strain at the same time. In contrast, upon infection with the
RHAROP16 strain, we observed, like in the RH parental strain, no notable difference in the archi-
tecture of the retina, but only some vasodilatation of the vessels in the ganglion cell layer.

These results show that the ROP16 allele has profound influence on retinal pathology,
apparently independent on control of intraocular parasite multiplication.

Ocular cytokine patterns

The Thl type immune response, characterized by the cytokines IFN-y and IL-12, has long
been acknowledged to have a protective function in T. gondii infection [22]. In contrast, our
previous studies demonstrated the detrimental role of Th17 cytokines, characterized by the
production of IL-17A, in OT, at least in infection with type II strains [7]. To evaluate these two
cytokine groups in different strains, we quantified these cytokines in aqueous humor, using a
BioPlex multiplex assay (Fig 3 and S1 Fig). PRU strain infection triggered a moderate inflam-
matory immune response, but no visible upregulation for the other cytokines. In contrast,
with RH infection, Th1 and Th17 inflammatory responses were strongly upregulated at 7 dpi.
Th2 cytokines were also upregulated, but only to moderate levels. Interestingly, PRU ROP16-1
infection induced a marked increase in cytokine levels, compared to wild type PRU infection,
and more similar to RH infection. Certain cytokine levels at 7 dpi were even higher than with
RH infection. Remarkably, most cytokine levels were stable or even further increased at 14 dpi,
again in contrast to wild type PRU infection. In contrast, the Th1 and Th17 cytokine levels of
the RHAROP16 strain followed the same increase at 7 dpi as observed with the wild type RH
strain, but were throughout considerably lower. These results illustrate that the presence of the
ROP16-1 protein in an avirulent PRU strain considerably increased the local immune
response, whereas the lack of this factor diminished it in the virulent RH strain.

Next, we looked at actual expression of these cytokines in retinal cells (Fig 4). Both IL-12
and IFN-y were easily detected at 7 dpi in all strains with the notable exception of the RH
parental strain. These two cytokines are principally localized to the inner and outer plexiform
layers. We also looked at the inflammatory cytokines IL-6, IL-17A and IL-23: IL-6 was
expressed in the ganglion cell layer following infection with the PRU parental and mutant
strains, but absent with RH parental and knock-out strains. IL-17A was the only cytokine
detected following infection with all strains, including RH. However, expression was more
reduced with RH infection and, interestingly, also in the PRU ROP16-1 strain. The expression
of IL-17A was mainly detected in Muller cells, as we previously showed by vimentin co-locali-
zation in PRU infected retinas [7]. While IL-17A expression extended throughout the length
of Muller cells following infection with the RHAROP16 and PRU parental strains, expression
in the RH and PRU ROP16-I infected mice seemed to be restricted to the endfeet region of
Muller cells. This could suggest a perturbation of intracellular transport of IL-17 in the highly
polarized Muller cells. Finally, IL-23 was the only cytokine clearly detected in non-infected
mice. It was also detected in infected eyes, again except with RH parental strain infection.
Expression of IL-23 was localized to the outer plexiform layer. These results suggest that type I

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310 March 22, 2019 7/15



@ PLOS | o N E ROP16 regulates ocular toxoplasmosis

Inflammation
2000~ 15+
IL-6 IL-17A
1500
é 1000 § 1o
£ — n £
k-] T 5]
3 5 s ®
[ [
ol sl ol slis
0 3 7 14 0 3 T 14
Days post infection Days post infection
1000+ 5004
80| G-CSF 4004 CXCL1 (KC)
600 i 300
S 4004 S 200
S S
2 200 % 100
S - mm i S - M- m
2 5 2 s
-] 44 o 4
2 3 2 3
2 2
N 2flle I 22
0 3 7 14 0 3 7 14
Days post infection Days post infection
401 20001
IL-12p70 IFN-y
15004
304
s S 1000
=1 =1
3 S 500 I
T 201 o
c <
ot ~ —
k-] z 5
2 104 I
N sllls N 2 e
0 3 7 14 0 3 7 14
Days post infection Days post infection
100+ 40+
8o MCP- 0 CCL5 (RANTES)
604
X o i |
57 n R o
2 5 2 5
% 4 T 4
L3 £ 3
2 2
;j ] ks zffe
0 3 T 14 0 3 7 14
Days post infection Days post infection
8 8
IL-5 IL-13
c 6 c 6
9 2
E 3
‘E 4 'g 4
3 3
w 2 w 2
0 Q2
0 3 T 14 0 3 7 14
Days post infection Days post infection

BB PRU @@ RH @ PRUROP16-1 [J RHAROP16

Fig 3. Cytokine levels in aqueous humor are determined by ROP16-1 expression. C57BL/6 mice were infected by
intraocular injection of 2000 T. gondii tachyzoites of different strains. Cytokine concentrations in aqueous humor were
determined by BioPlex assays on pools of four mice (eight eyes) at the indicated time points. Values are means + SD
from duplicate measures, expressed as the fold increase of T. gondii-infected mice over PBS sham-injected mice. % All
mice infected with RH and RHAROP16 strains died before day 14. Statistically significant differences between groups
at 7 dpi are summarized in S2 Table.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310.g003

Toxoplasma strains need the presence of their specific ROP16-1 allele to regulate expression of
Th1 and Th17 type cytokines, with the exception of IL-6. In contrast, in a type II strain, the
ROP16-1 allele seems to affect only expression of IL-17A in our setting.
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Fig 4. Retinal cytokine expression depends both on background strain and on the ROP16 allele. C57BL/6 mice were infected by intraocular injection of
2000 T. gondii tachyzoites of different strains. Retinal expression of Th1 and inflammatory cytokines was detected by immunoflurorescence 7 days after
infection (arrows). GCL ganglion cell layer; INR inner nuclear layer; ONL outer nuclear layer.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310.g004

Regarding this notable absence of cytokine expression in RH strain infection at 7 dpi, we
studied the early kinetics of cytokine expression upon RH infection (Fig 5). Interestingly, all
cytokines were visibly expressed at 1 dpi., but absent thereafter. IL-17A stands out in this con-
text, as expression developed more slowly and was at its maximum at day 3 p.i. At 7 dpi., IL-
17A expression was visibly weaker. Interestingly, this expression kinetics of IL-17A was also
observed with PRU ROP16-1 infection (not shown), which suggests an involvement of ROP16
in the active suppression of IL-17A. These results show that inflammatory and Th1 cytokines
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Fig 5. Early expression and subsequent loss of retinal cytokine production following intraocular infection with the RH strain of T. gondii. C57BL/6 mice
were infected by intraocular injection of 2000 T. gondii tachyzoites of different strains. Cytokine producing cells were localized by immunofluorescence on

retinal cryosections (arrows).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310.9005

are initially expressed following infection, before being actively suppressed by the type I Toxo-
plasma strain.

Discussion

While type I strains of T. gondii are uniformly virulent in mice, type II strains display a chronic
course of infection, despite differing at only few genetical loci [23]. In this study, we first
observed that Type II infection could be controlled by the local immune response after a
moderate proliferation activity during the first days post infection. However, this was accom-
panied by transient inflammatory processes, best visible by a massive influx of monocytes and
neutrophils. In contrast, with the type I RH strain, we detected uncontrolled ocular parasite
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proliferation by PCR, and host death, indicating rapid systemic dissemination, but we
observed little retinal pathology in microscopic observation of retinal sections at 7 dpi. This
could be explained by the particular place in the immune regulation of the retina itself, closely
linked to its immune privileged situation behind efficient cellular and immunological barriers,
which is known to avoid overwhelming inflammatory reactions [24]. To further specify this
particular role of the retina, it would be interesting to compare the kinetics of pathology in dif-
ferent organs, especially the brain, with different infection doses.

We aimed to decipher the role of the parasite strain and particularly of one of these factors,
ROP16, on pathology and immune response in the particular ocular environment. Recently,
the polymorphic rhoptry protein ROP16 was identified as major modulator centrally deter-
mining strain virulence [16, 17]. The fact that the majority of ROP16 nucleotide sequences
from Colombian patients with ocular toxoplasmosis (80%) belonged to the group of mouse-
virulent strains ROP16-I allele [18] demonstrates its relevance for human pathology. There-
fore, we focused on the role of the ROP16 type I allele separately from the background genes,
in our in vivo model. The lower parasite counts in the RHAROP16 and the considerably ele-
vated ocular parasite load in the transgenic PRU strain expressing the heterologous ROP16-1
allele, compared to the two parental strains, strongly suggests a role of the ROP16-I allele as a
virulence factor activating efficient immune evasion mechanisms. This virulence enhancing
effect of ROP16-1 is also clearly visible in the much more severe retinal disorganization in the
PRU ROP16-I strain. A previous study with the same transgenic PRU ROP16-I strain observed
a nearly complete absence of parasite proliferation in the intestine after oral infection [25].
Another work found, in contrast to our results, enhanced parasite loads in multiple organs
with the type I AROP16 strain [26]. Interestingly, while this difference was highly significant in
spleen, liver and lung, it was not in brain, another immunoprivileged organ with important
similarities with the eye. This could point to crucial differences of systemic and ocular infec-
tion. Specifically, Butcher et al. linked limited Toxoplasma proliferation to ROP16-1 dependent
activation of host arginase production. This is consistent with our observation that the trans-
genic PRU ROP16-1 strain does not cause host death, despite of high ocular parasite prolifera-
tion. In view of our results, the arginase pathway might be differently regulated in the ocular
environment. In contrast, the similar weak retinal pathology in wild type and knockout RH
strains argues against an active role of ROP16-I in the pathological process itself.

The outcome of Toxoplasma infection is determined by the induced cytokine response. We
looked both at cytokines present in aqueous humor and actual cytokine production by retinal
cells and observed different kinetics. Cytokine levels in the aqueous humor were largely deter-
mined by the presence of the ROP16-I allele in the infecting parasite strain. The two strains
containing the ROP16-I allele induced high levels of most cytokines, largely correlating with
parasite loads. Seven days post-infection, high levels of inflammatory and Th1 cytokines are
detected in the aqueous humor. The PRU ROP16-1 strain allowed us to follow the infection
beyond seven days, contrary to the RH strain. Interestingly, most cytokine levels were stable
between days 7 and 14, in contrast to wild type PRU infection, which again parallels the para-
site loads. On the other hand, the mutant PRU strain could finally be controlled and did not
induce mortality. Consequently, there seems to be an as yet unexplained interplay between the
ROP16-1 allele which dramatically increases parasite numbers and immune response, and a
dampening effect of the PRU background, in which the host is capable to finally control para-
site proliferation and avoid lethal overreaction.

In contrast, retinal cytokine expression, as assessed by immunofluorescence, is initially
induced, but then rapidly and strain-dependently suppressed. More precisely, suppression of
IL-17A expression seems to be entirely due to the virulent ROP16 allele, while the other cyto-
kines are suppressed by type I ROP16 only within the type I strain. It would now be interesting
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to look on ROP16 induced cell-type specific reactions, such as STAT3 activation, a known
mediator of ROP16 action [15]. Our result that the virulent strain suppressed local cytokine
production more efficiently than avirulent strain could explain the absence of visible retinal
pathology in RH infection, whereas PRU infection causes moderate, probably immune medi-
ated pathology. This recalls our previous results on human OT, which also suggested an
immune induced pathology in type II infections in European patients, whereas the ocular
immune response in South American patients were down-regulated and the pathology seemed
to be induced by uncontrolled parasite proliferation [11]. Obviously, the short observation
period due to rapid host death in type I infections does not allow to monitor the full ocular dis-
ease progression. Concordantly, in vitro studies showed that virulent but not avirulent strains
down-regulate Th1 cytokine production [27]. This seems to be in contrast to the much stron-
ger production of IFN-y in type I infected mice [28]. More detailed studies suggested that over-
production of inflammatory cytokines in vivo is probably secondary to uncontrolled parasite
growth [17]. In light of these results, RH specific suppression in our study could be just due to
higher parasite loads with this strain. However, this suppression was visible as early as 3 dpi,
where parasite load in RH infection was still quite low, whereas suppression was not observed
at 7 dpi in the RHAROP16 and PRU ROP16-I strains, with considerably higher parasite loads.
To fully answer this question, it would be again interesting to compare the outcome of various
infection doses. The coincidence of rather low local cytokine production, as assessed by immu-
nofluorescence, and a nearly complete lack of detectable parasite proliferation or even persis-
tence within the retina could be due to a common mechanism of immunosuppression of
retinal cells and inhibition of Toxoplasma proliferation. Retinal production of indoleamine 2,3
dioxygenase (IDO), which consumes the available tryptophan, has been demonstrated [29]
also upon T. gondii infection, and shown in vitro to restrict parasite growth [30]. There are cer-
tainly several of these mechanisms at play, and further studies could bring valuable insights in
retinal anti-parasitic pathways. The reason for the contrasting cytokine patterns in aqueous
humor has still to be elucidated. It could be explained by invading cells or a less suppressed
production outside the retina.

The immunofluorescence study also allowed to localize retinal cytokine production. For the
Th1 cytokines IL-12 and IFN-y, their localization to the plexiform layers and microscopical
aspect of the producing cells suggest them to be microglial cells. Brain microglial cells are well
known producers especially of IL-12, which was again recently shown for the related apicom-
plexan parasite Neospora caninum [31]. Further studies could confirm this by immunopheno-
typing and distinguishing microglia from invading monocytes. Expression of IL-17A was
observed in Muller cells, as in our previous studies [7], but seems also to be expressed in other
cell types. Muller cells could be a central cell type in the development of OT, as they were
recently shown to harbor tissue cysts, unlike microglial cells and astrocytes [32]. Our ocular
model is particularly suitable to investigate such development of an immune response, due to
confinement of a complex immune network to this small immunoprivileged organ. It would
be interesting to follow the spatial and temporal kinetics of parasite conversion into brady-
zoites and cysts following such intraocular injection.

In summary, we introduced a model to compare ocular pathology and parasite proliferation
for Toxoplasma strains of different virulence. These results show different pathological conse-
quences of ocular, compared to systemic, infection, demonstrating that the specific immuno-
suppressive ocular environment is maintained upon T. gondii infection. Some of our findings,
such as the differences between cytokine levels in aqueous humor and cellular cytokine pro-
duction, or the absence of severe pathology in RH-infected retinas, show the complex situation
of the eye and should be further examined. Our results on the central importance of the
ROP16 alleles pave the way for further mechanistic studies on the effect of this virulence factor.
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Finally, these studies should also be extended to the highly variable and often highly patho-
genic South American strains and compared with sequence analysis and comparison of
selected virulence factors, notably ROP16.

Supporting information

S1 Fig. Bioplex measurement of cytokine levels in aqueous humor: Cytokines not shown in
Fig 3. C57BL/6 mice were infected by intraocular injection of 2000 T. gondii tachyzoites of dif-
ferent strains. Cytokine concentrations in aqueous humor were determined by BioPlex assays
on pools of four mice (eight eyes) at the indicated time points. Values are means + SD from
duplicate measures, expressed as the fold increase of T. gondii-infected mice over PBS sham-
injected mice. & All mice infected with RH and RHAROP16 strains died before day 14.

(TIF)

S1 File. Data set for Figs 1 and 3 and S1 Fig.
(XLSX)

$1 Table. Primary antibodies used for immunofluorescence. * SC: Santa Cruz Biotechnol-
ogy; Ab: Abcam.
(DOCX)

S2 Table. One-way ANOVA test of differences of cytokine levels between groups at 7 dpi
in Fig 3. Shown are mean differences between groups, P values (ns not significant, * <0.05, **
<0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001) and 95% confidence intervals, as calculated by GraphPad.
(XLSX)

Acknowledgments

Our work has been supported by the Fondation de Recherche Médicale (Retinal Physiopathol-
ogy program), Université de Strasbourg, and Hopitaux Universitaires de Strasbourg. E.R.
received a Berthe Fouassier Ph.D. scholarship from the Fondation de France (grants no. 12165
and 2012-32622).We want to thank Lydia Arnoux, Rachel Huber and Sylvie Matern for their
valuable technical help.

Author Contributions
Conceptualization: Ermanno Candolfi, Alexander W. Pfaff.
Data curation: Valentin Greigert, Julie Brunet, Marcela Sabou.

Formal analysis: Elise Rochet, Nicolas Argy, Luc Marcellin, Alejandra de-la-Torre, Arnaud
Sauer.

Funding acquisition: Ermanno Candolfi, Alexander W. Pfaff.

Investigation: Elise Rochet, Nicolas Argy, Luc Marcellin, Alejandra de-la-Torre.
Methodology: Elise Rochet, Ermanno Candolfi, Alexander W. Pfaff.

Project administration: Ermanno Candolfi.

Resources: Ermanno Candolfi.

Supervision: Alexander W. Pfaff.

Validation: Elise Rochet, Valentin Greigert, Julie Brunet, Marcela Sabou, Arnaud Sauer.

Visualization: Elise Rochet, Alexander W. Pfaff.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310 March 22, 2019 13/15



@-PLOS|ONE

ROP16 regulates ocular toxoplasmosis

Writing - original draft: Elise Rochet, Alexander W. Pfaff.

Writing - review & editing: Valentin Greigert, Julie Brunet, Marcela Sabou, Ermanno Can-

dolfi, Alexander W. Pfaff.

References

1.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Holland GN. Ocular toxoplasmosis: a global reassessment. Part I: epidemiology and course of disease.
Am J Ophthalmol. 2003; 136(6):973-88. Epub 2003/12/04. doi: S0002939403011280 [pii]. PMID:
14644206.

Delair E, Monnet D, Grabar S, Dupouy-Camet J, Yera H, Brezin AP. Respective roles of acquired and
congenital infections in presumed ocular toxoplasmosis. Am J Ophthalmol. 2008; 146(6):851-5. Epub
2008/08/30. doi: S0002-9394(08)00515-1 [pii] https://doi.org/10.1016/j.2j0.2008.06.027 PMID:
18723143.

Streilein JW. Ocular immune privilege: the eye takes a dim but practical view of immunity and inflamma-
tion. J Leukoc Biol. 2003; 74(2):179-85. Epub 2003/07/30. PMID: 12885934.

Caspi RR. A look at autoimmunity and inflammation in the eye. J Clin Invest. 2010; 120(9):3073-83.
Epub 2010/09/083. doi: 42440 [pii] https://doi.org/10.1172/JCl42440 PMID: 20811163; PubMed Central
PMCID: PMC2929721.

Lahmar I, Pfaff AW, Marcellin L, Sauer A, Moussa A, Babba H, et al. Muller cell activation and photore-
ceptor depletion in a mice model of congenital ocular toxoplasmosis. Exp Parasitol. 2014; 144:22-6.
https://doi.org/10.1016/j.exppara.2014.06.006 PMID: 24929147.

Sauer A, Lahmar |, Scholler M, Villard O, Speeg-Schatz C, Brunet J, et al. [Development of murine mod-
els of ocular toxoplasmosis and preliminary results of ocular inflammatory transcriptome]. J Fr Ophtal-
mol. 2009; 32(10):742-9. Epub 2009/11/26. doi: S0181-5512(09)00322-2 [pii] https://doi.org/10.1016/.
jf0.2009.10.007 PMID: 19932524.

Sauer A, Pfaff AW, Villard O, Creuzot-Garcher C, Dalle F, Chiquet C, et al. Interleukin 17A as an effec-
tive target for anti-inflammatory and antiparasitic treatment of toxoplasmic uveitis. J Infect Dis. 2012;
206(8):1319-29. https://doi.org/10.1093/infdis/jis486 PMID: 22927448.

Sibley LD, Boothroyd JC. Virulent strains of Toxoplasma gondii comprise a single clonal lineage.
Nature. 1992; 359(6390):82-5. https://doi.org/10.1038/359082a0 PMID: 1355855.

Grigg ME, Ganatra J, Boothroyd JC, Margolis TP. Unusual abundance of atypical strains associated
with human ocular toxoplasmosis. J Infect Dis. 2001; 184(5):633-9. Epub 2001/07/28. doi: JID000439
[pii] https://doi.org/10.1086/322800 PMID: 11474426.

Glasner PD, Silveira C, Kruszon-Moran D, Martins MC, Burnier Junior M, Silveira S, et al. An unusually
high prevalence of ocular toxoplasmosis in southern Brazil. Am J Ophthalmol. 1992; 114(2):136—44.
Epub 1992/08/15. PMID: 1642287.

de-la-Torre A, Sauer A, Pfaff AW, Bourcier T, Brunet J, Speeg-Schatz C, et al. Severe South American
ocular toxoplasmosis is associated with decreased Ifn-gamma/Il-17a and increased II-6/11-13 intraocular
levels. PLoS Negl Trop Dis. 2013; 7(11):e2541. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002541 PMID:
24278490; PubMed Central PMCID: PMC3837637.

Pfaff AW, de-la-Torre A, Rochet E, Brunet J, Sabou M, Sauer A, et al. New clinical and experimental
insights into Old World and neotropical ocular toxoplasmosis. Int J Parasitol. 2014; 44(2):99-107.
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2013.09.007 PMID: 24200675.

Hunter CA, Sibley LD. Modulation of innate immunity by Toxoplasma gondii virulence effectors. Nature
reviews Microbiology. 2012; 10(11):766—78. https://doi.org/10.1038/nrmicro2858 PMID: 23070557;
PubMed Central PMCID: PMC3689224.

Saeij JP, Boyle JP, Coller S, Taylor S, Sibley LD, Brooke-Powell ET, et al. Polymorphic secreted
kinases are key virulence factors in toxoplasmosis. Science. 2006; 314(5806):1780-3. Epub 2006/12/
16. doi: 314/5806/1780 [pii] https://doi.org/10.1126/science.1133690 PMID: 17170306; PubMed Cen-
tral PMCID: PMC2646183.

Saeij JP, Coller S, Boyle JP, Jerome ME, White MW, Boothroyd JC. Toxoplasma co-opts host gene
expression by injection of a polymorphic kinase homologue. Nature. 2007; 445(7125):324—-7. Epub
2006/12/22. doi: nature05395 [pii] https://doi.org/10.1038/nature05395 PMID: 17183270; PubMed Cen-
tral PMCID: PMC2637441.

Yamamoto M, Standley DM, Takashima S, Saiga H, Okuyama M, Kayama H, et al. A single polymor-
phic amino acid on Toxoplasma gondii kinase ROP16 determines the direct and strain-specific activa-
tion of Stat3. J Exp Med. 2009; 206(12):2747—60. Epub 2009/11/11. doi: jem.20091703 [pii] https://doi.
org/10.1084/jem.20091703 PMID: 19901082; PubMed Central PMCID: PMC2806617.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310 March 22, 2019 14/15



@-PLOS|ONE

ROP16 regulates ocular toxoplasmosis

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Melo MB, Jensen KD, Saeij JP. Toxoplasma gondii effectors are master regulators of the inflammatory
response. Trends Parasitol. 2011. Epub 2011/09/07. doi: S1471-4922(11)00150-4 [pii] https://doi.org/
10.1016/j.pt.2011.08.001 PMID: 21893432.

Alvarez C, de-la-Torre A, Vargas M, Herrera C, Uribe-Huertas LD, Lora F, et al. Striking Divergence in
Toxoplasma ROP16 Nucleotide Sequences From Human and Meat Samples. J Infect Dis. 2015; 211
(12):2006—13. https://doi.org/10.1093/infdis/jiu833 PMID: 25538275.

Rochet E, Brunet J, Sabou M, Marcellin L, Bourcier T, Candolfi E, et al. Interleukin-6-driven inflamma-
tory response induces retinal pathology in a model of ocular toxoplasmosis reactivation. Infect Immun.
2015; 83(5):2109—-17. https://doi.org/10.1128/1A1.02985-14 PMID: 25754200; PubMed Central PMCID:
PMC4399048.

Burg JL, Grover CM, Pouletty P, Boothroyd JC. Direct and sensitive detection of a pathogenic proto-
zoan, Toxoplasma gondii, by polymerase chain reaction. J Clin Microbiol. 1989; 27(8):1787-92. PMID:
2768467; PubMed Central PMCID: PMC267672.

Lahmar I, Guinard M, Sauer A, Marcellin L, Abdelrahman T, Roux M, et al. Murine neonatal infection
provides an efficient model for congenital ocular toxoplasmosis. Exp Parasitol. 2010; 124(2):190-6.
Epub 2009/09/17. doi: S0014-4894(09)00265-3 [pii] https://doi.org/10.1016/j.exppara.2009.09.010

PMID: 19755119.

Gazzinelli RT, Wysocka M, Hayashi S, Denkers EY, Hieny S, Caspar P, et al. Parasite-induced IL-12
stimulates early IFN-gamma synthesis and resistance during acute infection with Toxoplasma gondii. J
Immunol. 1994; 153(6):2533—43. PMID: 7915739.

Khan A, Taylor S, Ajioka JW, Rosenthal BM, Sibley LD. Selection at a single locus leads to widespread
expansion of Toxoplasma gondii lineages that are virulent in mice. PLoS Genet. 2009; 5(3):1000404.
Epub 2009/03/07. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000404 PMID: 19266027; PubMed Central
PMCID: PMC2644818.

Streilein JW. Immune privilege as the result of local tissue barriers and immunosuppressive microenvi-
ronments. Curr Opin Immunol. 1993; 5(3):428-32. Epub 1993/06/01. PMID: 8347303.

Jensen KD, Hu K, Whitmarsh RJ, Hassan MA, Julien L, Lu D, et al. Toxoplasma gondii rhoptry 16
kinase promotes host resistance to oral infection and intestinal inflammation only in the context of the
dense granule protein GRA15. Infect Immun. 2013; 81(6):2156—67. https://doi.org/10.1128/IA1.01185-
12 PMID: 23545295; PubMed Central PMCID: PMC3676013.

Butcher BA, Fox BA, Rommereim LM, Kim SG, Maurer KJ, Yarovinsky F, et al. Toxoplasma gondii
rhoptry kinase ROP16 activates STAT3 and STATG resulting in cytokine inhibition and arginase-1-
dependent growth control. PLoS Pathog. 2011; 7(9):e1002236. Epub 2011/09/21. https://doi.org/10.
1371/journal.ppat.1002236 [pii]. PMID: 21931552.

Butcher BA, Kim L, Panopoulos AD, Watowich SS, Murray PJ, Denkers EY. IL-10-independent STAT3
activation by Toxoplasma gondii mediates suppression of IL-12 and TNF-alpha in host macrophages. J
Immunol. 2005; 174(6):3148-52. PMID: 15749841.

Gavrilescu LC, Denkers EY. IFN-gamma overproduction and high level apoptosis are associated with
high but not low virulence Toxoplasma gondii infection. J Immunol. 2001; 167(2):902—9. PMID:
11441097.

Park CY, Yang SH, Chuck RS, Gehlbach PL, Park CG. The role of indoleamine 2,3-dioxygenase in reti-
nal pigment epithelial cell-mediated immune modulation. Ocul Immunol Inflamm. 2010; 18(1):24-31.
https://doi.org/10.3109/09273940903326203 PMID: 20128646.

Nagineni CN, Pardhasaradhi K, Martins MC, Detrick B, Hooks JJ. Mechanisms of interferon-induced
inhibition of Toxoplasma gondii replication in human retinal pigment epithelial cells. Infect Immun. 1996;
64(10):4188-96. Epub 1996/10/01. PMID: 8926087; PubMed Central PMCID: PMC174355.

Abe C, Tanaka S, Nishimura M, lhara F, Xuan X, Nishikawa Y. Role of the chemokine receptor CCR5-
dependent host defense system in Neospora caninum infections. Parasit Vectors. 2015; 8(1):5. https://
doi.org/10.1186/s13071-014-0620-5 PMID: 25558986.

Song HB, Jung BK, Kim JH, Lee YH, Choi MH, Kim JH. Investigation of tissue cysts in the retinain a
mouse model of ocular toxoplasmosis: distribution and interaction with glial cells. Parasitol Res. 2018;
117(8):2597-605. https://doi.org/10.1007/s00436-018-5950-3 PMID: 29858945.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214310 March 22, 2019 15/15



Annexe E

Spinal cord toxoplasmosis in a young

immunocompetent patient

Présentation d’'un cas de toxoplasmose médullaire survenue chez un jeune patient immunocom-
pétent, consécutive a une primo-infection par une souche de type I, contractée suite a une consom-

mation de sanglier de chasse.
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Abstract

We report a case of spinal cord toxoplasmosis occurring as a primary infection in a 31-year-old immunocompetent man.
Exhaustive immunologic and genetic investigations did not identify any immunodeficiency. The causative agent was a typi-
cal type 2 strain. In cases of spinal cord lesions, toxoplasmosis should be considered, even in an immunocompetent patient.

Keywords Toxoplasmosis - Primary infection - Immunocompetent patient - Spinal cord - Toxoplasma gondii

Introduction

Toxoplasmosis is one of the most frequent human proto-
zoan infections. About one-third of the world’s population
is affected by latent toxoplasmosis. It is often asymptomatic
or may cause mild flu-like symptoms, including fever, myal-
gia, and lymphadenopathy. However, in immunodeficient
patients, the infection can lead to severe disease, notably
with neurologic involvement. Spinal cord toxoplasmosis,
though, is extremely rare, with less than 30 cases reported.
These infections have occurred exclusively in immunodefi-
cient patients, mainly in those with acquired immune defi-
ciency syndrome (AIDS) or other severe immunodeficiency
disorders [1-5]. Outbreaks of complicated toxoplasmosis
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have been described among immunocompetent patients,
caused by infection with atypical virulent strains, particu-
larly in French Guiana [6]. We report the first case of acute
spinal cord toxoplasmosis in an immunocompetent individ-
ual infected with a typical type 2 Toxoplasma gondii strain.

Case report

A 31-year-old man with no remarkable medical history was
hospitalized in the Department of Neurosurgery, Colmar
Hospital, with the acute onset of the Brown—Séquard syn-
drome, characterized by left arm paresis and hypesthesia of
the right leg and right torso. The patient reported that he had
had fever and chills 2 weeks before admission. He worked
as a veterinarian and went hunting regularly, providing wild
boar meat for his own consumption. He had no history of
travel outside Europe for 6 months preceding admission. A
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physical examination revealed that he had bilateral cervical
and axillary lymphadenopathy. The remainder of the exami-
nation was unremarkable except for the neurologic impair-
ment noted above. The C-reactive protein level was < 1 mg/l,
and there was no leukocytosis. Magnetic resonance imaging
(MRI) of the spinal cord showed a 12-mm intramedullary
C3—C4 cervical tumor on the left that had ring enhancement
after a gadolinium injection (Fig. 1). Brain Imaging done at
the same time was normal.

Cerebrospinal fluid (CSF) analysis showed 2 leukocytes/
mm?, with normal CSF protein (0.56 g/1) and glucose lev-
els. Serology for HIV, Epstein—Barr virus, cytomegalovi-
rus, human T-lymphotropic virus, and syphilis was negative.
Serologic testing was also performed for parasites known to
cause spinal cord infections [4], and the results were nega-
tive for neurocysticercosis, schistosomiasis, and echino-
coccosis, but positive for 7. gondii. The seroconversion of
antibodies to this organism was clear and tested with two dif-
ferent techniques. Antiparasitic treatment with sulfadiazine
and pyrimethamine was initiated, with folinic acid adminis-
tered to prevent pyrimethamine toxicity. After a few weeks,
the patient noted a complete regression of the neurologic
deficits. After 6 weeks of treatment, secondary prophylaxis
with cotrimoxazole was administered. This last treatment
was discontinued 1 year later. Three years after the infec-
tion, the patient remained in good health. A follow-up MRI
showed a sequellar intramedullary image without contrast
enhancement after the gadolinium injection.

Fig. 1 Sagittal (left) and axial
(right) magnetic resonance
imaging with gadolinium show-
ing a 12-mm, ring-enhancing,
intramedullary lesion (arrow) at
C3—C4 in the left of the spinal
cord, an appearance that is char-
acteristic of toxoplasmosis

@ Springer

Results
Microbiologic examination

Serologic testing for T. gondii revealed a fourfold increase
in antibody titers using two different techniques. The Cobas
analyzer (Roche) reported an IgG of 6.51 UI/mL (cut-
off >3.0 Ui/mL) and IgM of 10.91 (cutoff > 1.0) on day O
and IgG 34.1 Ul/mL and IgM 10.39 on day 10. With the
DiaSorin test, the corresponding values were 1gG 5.60
Ul/mL (cutoff > 8.80Ui/mL) and IgM 76.8 UA/mL (cut-
off > 8.0UA/mL) and IgG 19.3 UI/mL and IgM 70.9 UA/
mL An avidity test confirmed an acute infection with a low
initial avidity of 22.5% (Architect, Abbott) (cutoff for low
avidity < 50%). Blood and CSF were tested directly for T.
gondii using PCR performed at the Strasbourg University
Hospital. The results were negative.

The patient had consumed wild boar meat a few weeks
before the onset of the disease, which was, therefore, con-
sidered a possible source of the infection [7]. PCR analysis
of a frozen piece of the same meat revealed the presence
of T. gondii DNA. A genotyping method using 15 micros-
atellite markers identified a type 2 strain in the meat DNA
extract. A serotypic analysis confirmed that the patient’s
antibodies were specific for type 2 T. gondii strains. These
findings are consistent with an acute infection with a type
2 T. gondii strain from the wild boar meat the patient had
eaten.
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Immune system evaluation

Despite repeated testing, we could not identify any evidence
of primary or secondary immunodeficiency in this man,
including hematologic or solid cancers or autoimmune dis-
ease. Plasma protein electrophoresis immunoglobulin levels
and complement assay results were in the normal range, as
was the control of tetani vaccination. There was no HLA
class I deficiency. The absolute lymphocyte count was
2732/mm?, with 191/mm? (7%) CD19* B, 357/mm?> (13%)
CD3~ CD56™ natural killer (NK), and 2184/mm? (80%)
CD3* T cells. Among the latter were 928/mm> CD4™, 1030/
mm? CD8F, and 218/mm® CD4~ CD8~ y8 T cells. Three
years after the patient’s recovery, the CD4~ CD8™ y3 T cells
still constituted 12% of the T lymphocytes.

NK cell function assays indicated normal interferon-y
(IFN-v) expression and degranulation. In vitro lymphocyte
proliferation assays with phytohemagglutinin were normal.
Lymphocytes from the patient and from healthy subjects
who were either 7. gondii seropositive or seronegative were
tested using in vitro lymphocyte proliferation assays with
stimulation by 7. gondii antigens and the tetanus toxoid.
The patient’s CD4" and CD8* lymphocyte responses were
in the normal range in comparison with healthy seroposi-
tive patients after 7 days of incubation (supplementary data
Fig. 1).

Three years after the infection, a genetic analysis (DIPAI)
exploring the 98 genes most frequently involved in primary
immunodeficiencies, including IFN and IL12 pathways,
showed no mutations consistent with immunodeficiency.
This confirmed the results of earlier testing indicating that
the patient was immunocompetent.

Discussion

Acute toxoplasmosis in immunocompetent subjects is either
asymptomatic or presents with cervical lymphadenopathy.
As opposed to infections in immunocompromized patients,
complicated toxoplasmosis is unusual in immunocompetent
subjects. Reported cases are rare, including symptoms such
as high fever, musculoskeletal pain, cough, and general-
ized lymphadenopathy. Exceptionally, unusual manifesta-
tions have been reported in immunocompetent individuals,
including hepatitis [8], pneumonia [9], polymyositis [10],
pericarditis and myocarditis [11], ocular involvement [12],
cerebral infection [13], or disseminated toxoplasmosis
[14]. However, a spinal cord infection due to T. gondii is
rare and has been described nearly exclusively in immuno-
compromised patients with only one case reported in the
literature in an apparently immunocompetent 35-year-old
man [15]. We describe the case of spinal cord toxoplas-
mosis in an immunocompetent patient in whom extended

immunologic screening and genetic analysis failed to dis-
close any immunodeficiency.

As opposed to the situation in AIDS, where neurologic
toxoplasmosis frequently involves the reactivation of latent
infection [3, 16], this patient’s spinal cord lesion occurred
during primary infection. His neurologic localization was
limited to the unique lesion in the cord, in contrast to the
neurotoxoplasmosis associated with AIDS, where there
are usually multiple lesions. The patient’s clinical manifes-
tations, the typical MRI images, and a significant rise in
anti-T. gondii antibodies with low initial avidity allowed us
to make a clear diagnosis of a primary 7. gondii infection
[17]. We could not detect 7. gondii directly in the CSF with
molecular techniques, but the sensitivity of PCR to T. gon-
dii in the CSF in the case of cerebral toxoplasmosis is low.
Finally, the positive outcome following 6 weeks of specific
treatment with sulfadiazine and pyrimethamine confirmed
our diagnosis. We used secondary prophylaxis with cotri-
moxazole for 1 year to prevent any recurrence, while we
continued to assess the patient’s immune system.

The response to 7. gondii requires both innate (dendritic
cells, neutrophils, and NK cells) and adaptive (mainly Thl
with IFN-y and IL12 synthesis) immune mechanisms. In
neurologic toxoplasmosis, microglial cells, astrocytes, and
neurons can be infected, causing the expression of IFN-y,
IL-1, IL-6, and IL-12 and the recruitment of peripheral
CD4" and CD8* immune cells in the brain [16, 18]. Inflam-
mation is counterbalanced by regulatory cytokines, espe-
cially IL10, which is synthesized mainly by CD4* T cells. A
murine model of spinal cord infection with a T. gondii type
2 strain indicated a pathologic process comparable to that
seen in the brain [19]. We could not detect any deficiency
affecting either the innate or adaptive immune responses in
our patient, and his lymphocyte proliferation assay results
were normal even in the face of the challenge with T. gon-
dii antigens. Thus, as far as we could determine, he was
immunocompetent, which may explain why he had spinal
toxoplasmosis as a primary infection rather than as a reac-
tivation disease.

During the immunologic testing, we detected an excess
of CD4™ CD8™ y8 T cells. These lymphocytes are known for
their activity against 7. gondii, with proliferation described
during acute toxoplasmosis [20]. However, in our patient, a
high rate of this particular cell population was still detect-
able at 3 years after infection, in contrast with the prompt
regression described previously [20].

Virulent T. gondii strains can be responsible for aggres-
sive infections. However, the analysis of wild boar meat
suspected of being the source of infection found a type 2
T. gondii strain largely spread among humans and animals
in France and probably responsible for the vast majority of
asymptomatic infections in this country [21, 22]. Further-
more, the patient’s antibodies were also specific for the type
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2 strain. These features of the case are consistent with the
patient’s lack of recent travel before his infection. Atypical,
highly pathogenic strains of 7. gondii are found mostly in
South America [6].

Conclusion

We report a case of spinal cord toxoplasmosis in a young
immunocompetent patient. 7. gondii infection, particularly
during primary infection, should be considered in the dif-
ferential diagnosis of spinal cord infections, even in immu-
nocompetent patients.
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Introduction

Toxoplasma gondii is classically described as one of the most successful parasite in the world, since
it is estimated that more than one-third of the global population harbors 7. gondii, albeit with great
regional disparities, prevalence ranging from 10% to 80% (1). The ocular presentation of this
infection, ocular toxoplasmosis (OT), has long been exclusively attributed to congenital infection
and neglected as a common health problem. Recent studies show that most of OT cases are indeed
due to infection after birth (9,10) and that it can be considered as the first infectious cause of
posterior uveitis worldwide, being responsible for 30 to 50% of all posterior uveitis in
immunocompetent subjects (2). Interestingly, while in Europe and North America, about 2% of all
infected subjects exhibit OT, in South-America the prevalence of this infection seems to be much
higher, reaching 6% in Colombia and 17.7% in North-Eastern Brazil (3—8). This is due to the

prevalence of highly virulent 7Toxoplasma strains in South America.

OT typically is responsible for retinochoroiditis, sometimes associated with anterior uveitis
or vasculitis (9). It is often asymptomatic, especially when lesions are located at the outer edge of
the retina, but it can be responsible for blurred vision and floaters (10). In case of repetitive
recurrences, extensive lesion or particular location, such as macular or papillary involvement, the

visual prognosis of the infected eye can be severe.

Despite this tremendous epidemiological and clinical importance, the pathophysiology of
this infection remains poorly studied. Indeed, the complexity of experimental models allowing to
mimic the peculiarities of this infection makes experimental studies specific to OT difficult.
However, a few research groups are involved in exploring the pathophysiology of this infection.
The present review aims at reviewing current knowledge regarding eye physiology and OT
pathophysiology in order for the reader to better apprehend the specific complexity of this infection

and the challenges faced by researchers to understand its underlying mechanisms.
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The eye: A particular organ for a particular infection

Anatomy and blood-retinal barriers. The eye is a complex organ whose main role is vision. It is
therefore capable of capture light and transform it in a neurological signal which will be used by the
brain to construct an image. From this purpose comes the particular anatomy of the eye. It is
composed of three layers, the outer one being known as the fibrous tunic, composed of the cornea
and sclera. It consists mainly of collagen and contains few cells. The purpose of this layer in mainly
to protect the eye from mechanic aggressions as well as giving its shape to the organ. The middle
layer is the uvea, which is mainly composed of vascular structures, such as the choroid and the
ciliary body, but also the iris. Finally, the innermost layer is classically described as the nervous
layer which is, in fact, formed of the retina, the sensory tissue of the eye. Finally, these three layers
are “filled”, with transparent tissues and liquids, allowing the light to be properly focused onto the
retina in order to form a clear image. These are the lens, which is responsible for focusing light
through the mechanism of accommodation, aqueous humor, located between the cornea and the

lens, and the vitreous body filling the globe behind the lens.

The retina is, by itself, a complex tissue. It is a highly stratified and organized tissue formed
by many different cell types fulfilling various roles. Roughly, there are five types of neuronal cells
in the retina, working together for transforming light into a neurological signal for the brain to
transform it into an accurate image. These are the photoreceptor cells, which transform the light in
electrical signals, horizontal cells which are involved in the contrast and the luminosity of the image
formed, bipolar cells which are interneurons allowing to pass electrical signals from several
photoreceptor cells to one ganglion cell, amacrine cells which are responsible for the luminosity of
the image and the detection of movement, and ganglion cells which are neurons collecting the final
information from the retina and passing it to the central nervous system (CNS). Axons of these
latter cells form the optical nerve. Furthermore, two types of glial cells are present within the retina.
Miiller cells are the main glial cells of this tissue, spread across all the layers, acting as the

components of a framework, supporting the architecture of the retina. Additionally, these cells are
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also important in maintaining retinal homeostasis, and are a component of the internal blood-retinal
barrier (iBRB) by sending extensions of their body around intraretinal blood vessels (11).
Astrocytes are also a component of this barrier and fulfill a variety of functions ranging from
homeostasis control to immune responses. In particular, astrocytes are responsible for controlling
extracellular glutamate level, NO production and cytokines expression (12). Finally, retinal
microglial cells are not glial cells but immune cells, deriving from the yolk sac, like cerebral
microglial cells (13—15). It has been established that retinal microglia cells derive from two
different types of cells, the first ones expressing specific markers of macrophages (CD45", Mac-17,
CDI11b", F4/80", CD68"), the second ones with a CD11b""/CD45"" phenotype (16). Microglial cells
can be found in all the layers of the retina and seem to be homogeneously distributed among the
tissue (11). They play an important role in the immune response against infections, immuno-
regulation and repairs of damaged tissues. Their functions seems to be close to those of classical
macrophages, however, they appear not to be able of expressing the major histocompatibility

complex of class II and to have limited abilities for antigen presentation (15).

Intraocular tissues are irrigated through two vascular systems. The retinal vascular system
directly irrigates the inner layers of the retina. It is made of small blood vessels deriving from the
internal carotid artery. The blood stream is isolated from ocular tissues via tightly sealed endothelial
cells, surrounded by pericytes and Miiller cells and astrocytes extensions, forming the internal BRB
(iBRB) (17). It seems that, in primates, this barrier is only fully competent about 10 days after birth
(18,19). On the other hand, the choroidal system is in charge of irrigating the external layers of the
retina, notably photoreceptor cells. This plexus is composed of fenestrated capillaries, deriving from
the ophthalmic artery. These capillaries are separated from photoreceptor cells by the retinal
pigment epithelium made of tightly connected cells which adhere with their vascular pole to the
basal Bruch membrane, forming the external BRB (eBRB). These cells fulfill several functions,
such as vitamin A metabolism, intraretinal homeostasis control and immunoregulation. These are

also responsible for transporting nutrients and metabolites across the eBRB (20). Therefore, while
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this barrier also isolates the retina from the peripheral blood circulation, it is more permissive than

the iBRB (17).

The immune privilege of the posterior eye pole

Like other sensitive, non-regenerative organs, such as brain and placenta, the eye is classically
described as an immune privileged organ. This condition is defined by limitation of local
inflammation and immune cell activation, preventing irreversible tissue damage. Several underlying

mechanisms are responsible for this phenomenon.

First, as described earlier, the retina is well isolated from blood circulation via BRBs. These
BRBs mechanically forbid circulatory immune cells, antibodies and antigens to pass from one
compartment to the other. Furthermore, there is no lymphatic drainage of the eye, liquids being

directly drained into the veinous circulation through the trabecular meshwork (21,22).

Secondly, liquids present in the eye posterior pole contain many immunosuppressive
molecules, creating an immunosuppressive microenvironment. A prominent example for such
molecules is the Transforming Growth Factor-p2 (TGF-B2), which regulates the differentiation,
proliferation and survival of lymphocytes (23,24). It has been suspected that this molecule is
activated and stabilized by thrombospondin-1 (TSP-1) which is constitutionally expressed in RPE
cells (25). The a-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) is also found is these liquids and
possess immunoregulatory functions by inducing the expression of TGF-2, but also by inhibiting
the expression of interferon gamma (IFN-y) and the expression of the toll-like receptor 4 (TLR4) in
macrophages. Altogether, these mechanisms allow the a-MSH to induce the differentiation of T
cells into regulatory T cells (26-28). The vasoactive intestinal peptide (VIP) acts as a potent
immunosuppressive molecule by inducing several transcription factors, such as nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), interferon regulatory factor-1 (IRF-1),

mitogen-activated protein kinase (MAPK) and cAMP response element (CRE). By these
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activations, VIP down-regulates the expression of several inflammatory molecules such as tumor
necrosis factor-o (TNF-a), interleukin 1 (IL-1), IL-6, IL-12 and IFN-y, while up-regulating the
expression of immunomodulatory molecules such as IL-10, IL-1R and TGF-B (29-32). Retinoic
acid (vitamin A), detected in RPE cells but also in all retina layers between neurons and the RPE,
has been shown to have immunomodulatory functions, similar to those of TGF-B (33). Finally, the
calcitonin gene-related peptide (CGRP) which is expressed by retinal neuronal cells, has an

inhibitory effect on macrophages, limiting the NO production by these cells (34).

Cellular immune mechanisms are also involved in this immunosuppressive
microenvironment. Thus, microglial cells, which are ocular myeloid cells, express both ligands and
receptors of the CD200/CD200R and PD-1/PD-L1 systems, preventing activation of blood-borne
myeloid cells (35-38). Macrophages present in the eye are able to present antigens from ocular
origin and to present it to T cells in the spleen marginal zone, inducing the differentiation of these
cells into regulatory T cells (39,40). RPE cells are equally able to induce the differentiation of T
cells into regulatory T cells (41-44). Furthermore, they express ligands for programmed cell death
pathways, such as FAS ligand (FasL) or PD-L1, inducing the death of activated immune cells
originating from blood circulation (41). PD-L1 has shown to be expressed by retinal neurons from
naive mice, suggesting a role of these cells and the PD-1/PD-L1 pathway in maintaining the retinal
immunosuppressive microenvironment (45). Furthermore, the TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL), which is also expressed into the retina, particularly at the eBRB, is able to induce
cell death too. RPE cells are also able to express prostaglandin E2 and cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 2 (CTLA-2) which are responsible for the activation of regulatory T cells and the

expression of TGF-f3 (41,44,46).

Thus, these multiple systems ensuring the particular immunosuppressive microenvironment

in the eye posterior pole might provide a suitable niche for 7 gondii persistence and development..
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Pathophysiology of OT

The journey of a parasite

OT is one of the consequences of the systemic infection by 7. gondii. The infection can happen in-

utero, but most cases are actually acquired after birth (10,47,48).

When the infection is acquired through contaminated food or water ingestion, sporozoites
are freed from the oocytes in which they are contained following the combined action of bile acids,
trypsins, pH and other components present in mammals digestive tract (49). Once freed, mature
sporozoites invade enterothelial cells, forming a parasitophorous vacuole via the mobile junction
mechanism (50,51). Parasites then transform into rapidly proliferating tachyzoites, lysing their host
cells and reaching the blood stream. This phenomenon is responsible for an inflammatory response
and the recruitment of polymorphonuclear cells, monocytes and dendritic cells (52—54). It has also
been shown that the parasites are able to cross the intestinal barrier via a paracellular path (55,56).
When the infection occur in-utero, subsequently to a primo-infection of the mother, the parasite will
infect the fetus through fetus-derived tissues infection, such as the syncytiotrophoblast (57,58).

However, there are few studies about this particular route of infection in humans.

The most commonly accepted theory regarding parasite dissemination in its host body in the
one of the “Trojan horse”. It states that parasites take advantage of immune cells mobility,
particularly DCs, by invading them. Indeed, it has been shown that infected cells exhibit a modified
phenotype, being more mobile under the influence of parasite-derived proteins, such as GRAS
(56,59,60). This mechanism would allow parasites to be disseminated along lymphatic vessels.
However, it has also been shown that parasites can disseminate along the blood stream, most of
those being detected inside cells and, primarily, monocytes (61-64). As with DCs, T. gondii seems
to have the capacity of modifying the phenotype of infected monocytes and macrophages,

enhancing their mobility, marginalization and extravasation (65-69).
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Following dissemination, 7. gondii has the capacity of invading tissues, among which the
brain, the heart, eyes and muscles are the privileged ones (70). Mechanisms involved in the invasion
of eye tissues remain largely ignored. However, it has been shown that the parasite has the capacity
of invading the retina under its free form, crossing the RPE by employing intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) mediated adherence (71). Similarly, 7. gondii-infected DCs have shown the
capacity of crossing the RPE using ICAM-1, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and the
activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) (72). Once in the retina, the parasite invade
resident cells, but studies to identify a privileged cell type for the parasite gave divergent results
(73,74). Indeed, while, in an in vitro model, T. gondii seems capable of crossing several layers of
the retina before preferentially invade a glial cell, murine models have shown that the parasite
would infect both glial and neuronal cells, without preference (73,74). In one of these studies,
authors showed that parasites where more present in the inner layers of the retina, suggesting that

the iBRB might be the preferred route for invasion, as opposed to the eBRB (74).

Persistence and recurrences

T. gondii has the ability to persist in the invaded tissues in the form of the slow proliferating form
called bradyzoite, which are organized in tissue cysts. It is believed that the transformation of
tachyzoites into bradyzoites is triggered by the pressure exerted on the parasite by the host immune
system. Some parasite-derived proteins have been identified as playing a role in this transformation,
such as ROP17, ROP35 and ROP38 (75). No study has yet shown the specificity of invasion and
cyst formation in the eye, as compared to other tissue. It is probable that the mechanisms leading to
the formation of a tissue cyst are similar in the eye as in other tissues. This phenomenon consists in
the transformation of a parasitophorous vacuole into a cyst by an extensive modification of the
vacuole membrane, involving the addition of several parasite proteins and glycosylation (76-80).
Furthermore, it has been shown that cyst containing cells exhibit a strongly modified microtubules

and intermediate filaments networks (81).
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Recurrences are an important feature of OT. This term refers to the fact that new foci of
active retinochoroiditis consecutive to toxoplasmic infection may develop, usually at the immediate
vicinity of scars of anterior episodes. Thus, with every recurrence, the probability of visual
impairment consecutive to toxoplasmosis increases (2). This phenomenon, which may also occur in
immunocompetent subjects, is poorly understood. It has been suggested that it may be the
consequence of the active liberation of tachyzoites, issued from resident cysts (10). However,
recurrences might be the consequence of the presence of parasites or parasitic antigens subsequently
to the rupture of senescent cysts, traumas, hormonal fluctuations, decrease in humoral or cellular
immunity, pregnancy or even eye surgery (82—84). Clinical features of these recurrences might give
us clues about the mechanisms underlying their development. Indeed, it has been noted that severe,
highly progressive and extended lesions occurred in patients who were older, pregnant or
immunodeficient (4,84-90). It has also been showed that higher intraocular anti-7. gondii titers are
correlated with limited risk for developing recurrences. Together, these elements seem to show that
the quality of the immune response against 7. gondii is critical in the development and the
progression of OT recurrences (91). However, mechanisms triggering the recurrence remain
unknown and the difficulties in developing a model for studying such a sporadic phenomenon

restrict the possibility for improving our understanding on the matter.

The immune response to OT

Innate and adaptive responses to the infection

The mechanisms of the immune response to the eye infection with 7. gondii are not well known,
because of a lack in studies focused on this specific matter, and the immunosuppressive micro-

environment in the eye forbids to generalize results of studies on other models.

It has been shown, using in vitro models, that Miiller cells are able to express a large panel

of inflammatory molecules, such as IL-4, IL-6, CCL2, CXCL2 and CXCL-8 (92). However,
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classical inflammatory cytokines, such as IL-12 or IFN-y, which are known for being critical in

controlling parasite proliferation, were not expressed by these cells (92).

Murine models partially confirmed these results, showing the expression of IL-6, but also
TGF-B and f2-microglobulin, in the eye of experimentally infected animals (93). In the same study,
authors showed that IL6 knock-out mice exhibited a highly susceptible phenotype, with severe
retinal inflammation and high parasite burden, suggesting an important role for this particular
cytokine in protecting the retina against toxoplasmic infection (93). Another study showed the
expression of IFN-y and TNF-o by retinal lymphocytes recruited in this tissue, as well as
macrophages, during toxoplasmic uveitis (94). Other cytokines and chemokines seem to have
important roles in protecting the eye against the toxoplasmic infection, such as CXCL10, IFN-y and
TNF-0, as demonstrated by higher parasites burdens in the corresponding knock-out or
neutralization models (95-98). Whereas these studies were interested in studying the response to an
acute primo-infection, few authors specifically studied the immune response in case of recurrences.
In a work using a specific murine model mimicking OT recurrences conducted in our laboratory, we
discovered that susceptible C57BL/6 mice, which exhibited important retinal inflammation and high
parasite burden, strongly expressed inflammatory and Tyl cytokines, such as IL-6 and IFN-y,
whereas the more resistant Swiss-Webster mice, primarily expressed T2 cytokines, such as 1L-31
and a rapid, strong antibody production. Neutralizing cytokines directly in the eye allowed us to
dissect specifically the ocular immune response. While intraocular neutralization of IFN-y resulted
without surprise in higher local parasite loads, locally administered anti IL-6 antibodies reversed the
sensitive phenotype of C57BL/6 mice, both in terms of pathology and parasite control (99). This is
in contrast to the above mentioned result of a protective effect of IL-6 (93) and could therefore
reflect the special immunologic environment within the immune privileged eye, which cannot be

addressed using knock-out mice.

Finally, numerous data from human samples provide clues about the immune response

during OT in humans. Retrospective surveys analyzed aqueous humors of OT patients and retrieved
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high levels of Tx1 and inflammatory cytokines such as IL-2, [FN-y, IL-6, IL-17 and MCP-1, as well
as of the Ty1 negative control cytokine IL-10 (2,100,101). Congruently, T2 cytokines, such as IL-

13, were poorly expressed in these patients.

The case of Ty17 immunity

Lately, the attention of researchers has been focused on the role of T,17 lymphocytes in the
pathophysiology of OT. Ty17 lymphocytes, whose differentiation is stimulated by TGF-3, IL-1 and
IL-6, exert a pro-inflammatory effect, via the cytokines that it secrete and intervene in autoimmune
diseases (like psoriasis, psoriatic arthritis, rheumatoid arthritis), chronic inflammations and
protective immunity against extracellular bacteria and fungi. However, the functions of T,17
lymphocytes are not fully understood (102,103). IL-17 is the major cytokine of the Tyl7
lymphocyte subpopulation. IL-17 family contains 6 members, named consecutively IL-17A to IL-
17F (104). There are five identified IL-17 receptors, IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD and
IL-17RE (105). IL-17A and IL-17F bind to the same receptor, but the influence of IL-17A on gene
regulation is 10 to 30 times stronger. The function of IL-17B, IL-17C and IL-17D is poorly defined.
IL-17E is quite apart by its weak homology with the other family members and its Tx2-like action,
and is now termed IL-25 (104). IL-17 receptors are present on many cell types including immune
cells. Their stimulation induces the expression of many cytokines and chemokines allowing the
recruitment and maturation of neutrophils. IL-17 also acts on non-immune cells such as fibroblasts
and epithelial cells and induces the production of GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) and prostaglandin E2, thereby increasing the maturation of granulocytes and the

inflammatory phenomenon (106).

Our studies on human patients showed strong ocular IL-17A expression during OT, which
was not observed in viral and other uveitis cases (100). This might suggest the existence of

autoimmune processes, resulting from tissue damage. Immunofluorescence staining localized this
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IL-17A expression mainly to Miiller cells, which is rather surprising, IL-17A being commonly
associated with T-cells or NK-cells. However, it was noticed that patients from South-America
exhibited a lesser expression of IL-17 than European patients, associated with IL-6 and IL-13 up-
regulation (107). Using in vitro models, researchers were able to show that IL-17A and IL-17R are
responsible for the activation of RPE cells, compromising their barrier function (108). Furthermore,
murine models have allowed the identification of IL-17 as a highly expressed cytokines in case of
OT, whether during acute primo-infection through intra-vitreal injection or using a protocols
experimentally mimicking OT recurrences (99,109,110). In several studies on murine models, in the
setting of OT, a high expression of IL-17 was correlated with the development of severe retinal
lesions, and the expression of IL-17 was higher in naive mice than in subjects which had been

previously challenged with the parasite (99,101,110).

These results suggest that, during ocular 7. gondii infection, IL-17 might compromise the
barrier function of RPE cells, allowing activated immune cells, antigens and antibodies to cross the
BRB, resulting in enhanced inflammation and subsequent tissue damage. Indeed, IL-17 is known
for being responsible for the recruitment and activation of neutrophils, monocytes and NK cells to
infection site through the production of IL-8, MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) and G-
CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), as well as to stimulate IL-6 and nitric oxide
productions, amplifying the local inflammatory response in synergy with other mediators, such as
IFN-y, TNF-a and IL-1 (111-116). Furthermore, since IL-17 expression has been linked to
decreased IFN-y expression, it is possible that these damages are also the consequence of an

enhanced parasite proliferation (101).

These results allow to get a rough picture of the immune response to OT. The IL-12 - [FN-y
axis seems to play a central protective role in the eye, controlling both pathology and parasite
multiplication, similarly to its pivotal and long-known role in systemic toxoplasmosis (103). There
are still numerous gaps in our understanding of the intraocular immune network following 7. gondii

infection, such as the role of IL-6 and the regulatory roles of Ti2 cytokines.
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Enhanced virulence: Toxoplasma infection in South America

It is important to note that the previous chapters detailed our knowledge on 7oxoplasma infections
in Europe and a great part of North American infections. However, it has become evident that such
infections in South American patients are not only more frequent, as described in the first lines of
this review, but also more severe, including the ocular involvement (3). Infections on other
continents are yet less studied, but could also reveal striking differences. A study including direct
comparison between French and Colombian cases showed more macular involvement, larger
lesions, more inflammation and a greatly enhanced ocular parasite load in the Colombian patients

(102).

These clinical differences between South-American and European patients are the
consequence of the existence of atypical Toxoplasma strains in South-America, which have notably
more virulent variants of certain crucial genes, which greatly affect the resulting immune response
(117-119,71,120). The above mentioned study (102) also compared the expression of cytokines in
the aqueous humor of OT patients coming from France or Colombia, and found that South
American patients expressed pivotal protective factors, such as IFN-y, but also IL-17A, in a much
weaker fashion, whereas T2 cytokines, like IL-13 and, paradoxically, IL-6 were up-regulated. This
is thought to permit considerably stronger parasite proliferation and consequently higher parasite
burden, leading to severe retinal damage, in contrast to the ‘European-type’ milder and probably
inflammation-mediated pathology (2). As there are only very few animal studies using these

atypical strains (121), the pathophysiology of these infection is still largely unknown.

Perspectives and opportunities for research

As knowledge regarding OT pathophysiology grows, many questions remain unanswered. Various
fundamental aspects of the infectious process leading from 7. gondii oral infection to OT are still

unknown. For example, it is not known which is the preferred route for the parasite to invade the
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retina. Evidences show that 7. gondii might cross the BRB either as a free tachyzoite, or inside a
‘Trojan horse’ cell. Furthermore, e BRB and iBRB are very different structures, and it has not been
determined which one is preferentially crossed by the parasite, even if some indirect evidences
show that the iBRB might be the major route (74). Once in the retina, the parasite invade cells, but
which ones are preferentially invaded, if any, remains to be established. Finally, events triggering
and mechanisms underlying recurrences remain hypothetical, and further research is critically

needed in order to better comprehend this major aspect of OT pathophysiology.

The immune response to OT seems to be widely dependent on IFN-y which has a pivotal
role in the defense of organisms against 7. gondii. However, the peculiarities of the eye, its BRBs
and immune environment suggest that other mechanisms might be at stake, such as the activation of
type I (o and B) or III (A1-4) IFNs pathways. Indeed, few data exist regarding the role of these IFNs
during OT, but it has been shown that IFN-B might potentiate the protective effect of IFN-y in a
murine model of systemic infection (122). Nagineni et al. also showed that I[FNs-a and - had the
ability to inhibit parasite replication in the setting of in vitro RPE cells infections with a RH strain
(123). A similar effect was described in murine macrophages and embryonic human fibroblasts, the
immunity-related GTPase M1 protein (IRGMI1), which is recruited at the surface of the
parasitophorous vacuole, being described as a key effector in this phenomenon (124). Another study
showed that the infection of murine macrophages with atypical virulent strains triggered the
expression of IFN-f by these cells, and that this production was correlated to parasite death (125).
However, it was suggested that this phenomenon might be the consequence of cell stimulation with
parasitic debris rather than with live parasites, since exposure of macrophages to heat-inactivated
canonical strains caused the same response. Finally, a very recent study showed that type I IFNs
were important for the control of parasite proliferation during experimental infection of murine
models, in particular by promoting the expression of IFN-y by NK cells, and that the toxoplasmic
effector TgIST allowed the parasite to limit the reactivity of cells to type I IFNs by inhibiting the

signaling pathway dependent on the STAT1/STAT2 heterodimer (126).
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Regarding type III IFNs, there are currently no data available about their role during
toxoplasmosis, ocular or otherwise. However, this particular family has been described as of
particular importance at natural barriers, such as gastrointestinal epithelium, respiratory epithelium,
placenta or blood-brain barrier (BBB) (127). Type III IFNs have mainly been studied in the setting
of viral infections, but a recent study explored the role IFN-A3 during the infection of the
gastrointestinal epithelium with Cryptosporidium parvum (128). It showed that these cytokines
would limit parasite crossing of the epithelium by tightening junctions between cells involved in the
barrier as it had already been shown in the BBB in a West-Nile virus infection model (129). A
similar phenomenon might be involved in OT pathophysiology, as a study showed that in vitro RPE

cell infection with a RH 7. gondii strains rapidly increased permeability of the cell layer (130).

Finally, the identification of IL-17 as a potent inflammatory effector during OT, responsible
for a strong inflammation and, subsequently, to tissue damage, makes it a potential target for new
treatments of OT. Indeed, several compounds, mainly monoclonal antibodies, are already available
to inhibit the IL-17 pathway. These are ixekizumab, brodalumab or secukinumab, which are
currently under evaluation or in use for treating auto-inflammatory diseases such as psoriasis or
ankylosing spondyloarthritis (131-133). The use of such molecules to limit the impact of
inflammation on tissue damage during OT might be interesting, particularly when visual function is
at risk, either because of the localization of the inflammatory spot or because of its intensity.
However, the role of IL-17 in OT pathophysiology is not fully understood and it would be essential
to address the risk of infection facilitation via IL-17 inhibition before administrating such treatment
to OT patients. Furthermore, the discrepancies between European and South-American infections
could mean that such molecules might have variable effects, depending on the infective 7. gondii
strain. Other therapeutic options reside in molecules targeting IL-6 or IL-23 which are also involved
in this inflammatory process. In any case, it has to be kept in mind that all such treatments would

still be more symptomatic than anti-parasitic.



360 Conclusions

In summary, despite numerous discoveries in the past decade, OT remains a poorly understood
disease, which contrasts with its tremendous epidemiological importance. Very basic mechanisms
underlying this infection remain unknown, therefore limiting the approaches to develop innovative
therapeutics. Indeed, most treatments used nowadays were already used 50 years ago. However,
365 new insights regarding the immune response to OT might provide clues to develop treatment
targeting the cytokines responsible for tissue damage subsequently to high inflammation. Such
treatment would remain symptomatic and further research, regarding retina invasion, intracystic
bradyzoite persistence, recurrences triggering and poorly studied inflammatory mechanisms are
critically needed in order to develop new therapeutics to limit or prevent recurrences or even cure

370 people from chronic infections.
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Résumé

La toxoplasmose oculaire (TO) est une affection inflammatoire de l'ceil consécutive a l'infection par le parasite protozoaire
Toxoplasma gondii. Malgré une grande importance clinique et épidémiologique, la physiopathologie de cette affection demeure
mal connue. Des études antérieures ont néanmoins identifié I'interféron (IFN) de type II (IFN-y) et l'interleukine 17 (IL-17)
comme des cytokines clefs de la réponse immunitaire innée lors de cette infection. Cependant, le rdle d’autres types d'1IFNs
n’avait jusqu'a présent été que tres peu étudié. L'objectif de cette étude était d’explorer le role de I'TFN- (type I) et des IFNs-A
(type III) au cours de la TO. Nous avons utilisé des modeéles in vitro de cultures monocellulaires rétiniennes humaines :
astrocytes, cellules de Miiller, cellules microgliales et cellules de I'épithélium rétinien pigmentaire (RPEC). Ces cellules étaient
stimulées par différents types d'IFNs recombinants et infectées expérimentalement par T. gondii. L'expression de différentes
cytokines, la prolifération parasitaire et la perméabilité de monocouches de RPEC étaient lors de ces expérimentations. Nos
expériences montrent que les cellules testées réagissent toutes, bien que différemment, a la stimulation par des IFNs de type I
et de type III, se traduisant par 'expression d'interferon stimulated genes (ISGs). De plus, I'infection de la plupart de ces cellules
par T. gondii induit I'expression d'IFNs de type I et de type III. La stimulation de RPEC par des IFNs de type I limite la
prolifération parasitaire lors de l'infection de ces cellules par T. gondii dans une mesure comparable a I'TFN-y, ce qui n’est pas le
cas des IFNs de type III. Finalement, les IFNs-A préviennent la disjonction des RPEC consécutive a l'infection par T. gondii. Ces
résultats offrent de nouvelles perspectives de recherche concernant, d'un coté, le role systémique de I'IFN-B dans la limitation
de la prolifération de T. gondii et, de l'autre, le r6le spécialisé des IFNs-A dans le renforcement de la fonction de barriéere afin de
limiter l'acces du parasite aux tissus oculaires.

Mots-clefs : Toxoplasma gondii ; Toxoplasmose oculaire ; Interférons ; Infection ; Parasite ; CEil ; Rétine

Abstract

Ocular toxoplasmosis (OT) is an inflammatory disease of the eye caused by infection with the protozoan parasite Toxoplasma
gondii. Despite great clinical and epidemiological importance, the pathophysiology of this condition remains poorly
understood. However, previous studies have identified type II interferon (IFN-y) and interleukin 17 (IL-17) as key cytokines of
the innate immune response during this infection. However, the role of other types of IFNs has so far been little studied. The
objective of this study was to explore the role of IFN-B (type I) and IFNs-A (type III) during OT. We used in vitro models
consisting in human retinal monocellular cultures : astrocytes, Miiller cells, microglial cells and cells of the retinal pigment
epithelium (RPEC). These cells were stimulated by different types of recombinant IFNs and experimentally infected with
T. gondii. The expression of different cytokines, the parasitic proliferation and the permeability of RPEC monolayers were
evaluated during these experiments. Our results show that the cells tested all react, although differently, to stimulation by type
I and type III IFNs, resulting in the expression of interferon stimulated genes (ISGs). In addition, infection of most of these cells
with T. gondii induces expression of type I and type III IFNs. The stimulation of RPEC by type I IFNs limits parasitic
proliferation during the infection of these cells by T. gondii to an extent comparable to IFN-y, which is not the case with type III
IFNs. Finally, the IFNs-A prevent the disjunction of RPECs following infection with T. gondii. These results offer new research
perspectives concerning, on the one hand, the systemic role of IFN-f in limiting the proliferation of T. gondii and, on the other,
the specialized role of IFNs-A in the reinforcement of the barrier function in order to limit the access of the parasite to the eye
tissues.

Keywords : Toxoplasma gondii ; Ocular toxoplasmosis ; Interferons ; Infection ; Parasite ; Eye ; Retina
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