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A. TOXOPLASMA GONDII 

1) Le parasite 

La toxoplasmose est une pathologie cosmopolite, de symptomatologie et de gravité variable 

due à un protozoaire Toxoplasma gondii (T. gondii). Ce parasite a été isolé en 1908 par 

Nicolle et Manceaux chez un petit rongeur nommé Ctenodactylus gundii. Il a été décrit chez 

l’Homme pour la première fois en 1923 par l’ophtalmologue Josef Janku lors d’un cas de 

toxoplasmose congénitale chez un nouveau-né. Il s’agit d’un parasite intracellulaire 

obligatoire appartenant au règne des Protista et au phylum des Apicomplexae, capable 

d’infecter toutes les cellules nucléées des organismes homéothermes. Le genre Toxoplasma ne 

contient qu’une seule espèce : T. gondii. 

Tableau I : Classification taxonomique du parasite responsable de la toxoplasmose (NCBI). 

Phylum Apicomplexa 

Classe Conoidasida 

Sous classe Coccidia 

Ordre Eucoccidioridia 

Sous-ordre Eimeriorina 

Famille Sarcocystidae 

Genre Toxoplasma 

Espèce gondii 

 

2) Stades parasitaires 

T. gondii se présente sous trois stades parasitaires impliqués dans la dissémination du parasite 

et dans la transmission de l’infection. Ces trois stades infectieux différents sont interconnectés 

dans le cycle de vie du parasite et présentent des différences de morphologie : les tachyzoites 

à l'intérieur des cellules hôtes, les bradyzoites contenus dans des kystes tissulaires et les 

sporozoïtes dans les oocystes excrétés par les hôtes définitifs (Figure 1). 
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Figure 1. Stades de T. gondii visualisés par microscopie optique. A. Tachyzoïtes extracellulaires dans le 

péritoine de souris, sept jours après l'infection, colorés avec H & E. (63x) B. Réplication de parasites à l'intérieur 

d'un monocyte, colorés avec H & E. (63x) C. Bradyzoites trouvés dans le cerveau d'une souris infectée de façon 

chronique, colorée avec H & E. (40x) D. Kyste non homogène issu d'un homogénat de cerveau (40x) (McGovern 

and Wilson, 2013). 

- le tachyzoïte : forme végétative de multiplication active, infectieuse et 

intracellulaire. Le tachyzoïte est la forme qui assure la dissémination du parasite dans 

l’organisme. Il est capable d’infecter l’ensemble des cellules nucléées, et d’entrainer 

une forte réponse inflammatoire et une destruction cellulaire. Il  est ainsi responsable 

des manifestations cliniques de la pathologie. Il se présente sous la forme d’un 

croissant asymétrique de 6-8 µm de long pour 2-4 µm de large (Dubey et al., 1998). 

La partie postérieure du parasite est arrondie et proche du noyau alors que la partie 

antérieure effilée présente une structure caractéristique des Apicomplexes et appelée 

complexe apical (Figure 2). Ce complexe est constitué d’organelles sécrétoires (les 

micronèmes, les rhoptries et les granules denses) et d’un élément participant à la 

mobilité du parasite et à sa pénétration dans la cellule hôte, le conoïde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Structure d’un tachyzoïte de T. gondii (Baum et al., 2006) 
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- le kyste : contient des centaines voire, plusieurs milliers de bradyzoïtes. Il 

correspond  à la forme asexuée et latente du parasite et il mesure entre 5 et 100 µm de 

diamètre. Le bradyzoïte est proche structurellement du tachyzoïte, mais il possède un 

métabolisme ralenti et est plus résistant. Cette forme quiescente est localisée dans des 

organes immunologiquement privilégiés comme le cerveau, les muscles squelettiques, 

les yeux et le cœur, où l’inflammation est limitée et la destruction tissulaire liée à la 

cytolyse est réduite afin de préserver l’intégrité fonctionnelle de l’organe infecté 

(Black and Boothroyd, 2000). Ces kystes persistent tout au long de la vie de leur hôte, 

et ils sont responsables d’une immunité protectrice mais aussi de la possibilité de 

réactivation de l’infection en contexte d’immunodépression. Ils  sont inaccessibles au 

système immunitaire ainsi qu’aux traitements actuels. 

- l’oocyste : mesure de 10 à 12 µm de diamètre. Il s’agit de la forme de reproduction 

sexuée contenant les sporozoïtes et qui est retrouvée dans  les fèces des félidés (Dubey 

et al., 1998). Cette forme est très résistante et permet ainsi au parasite de persister 

pendant plusieurs semaines voire, plusieurs mois dans l’environnement. Elle joue ainsi 

un rôle très important dans la dissémination du parasite. 

 

3) Cycle parasitaire 

Alors que la plupart des Apicomplexa ont une gamme restreinte d’hôtes, T. gondii se 

singularise par sa capacité à infecter tous les mammifères à sang chaud, les oiseaux, ainsi que 

l’homme. Ils constituent ses hôtes intermédiaires et T. gondii y développe un cycle évolutif 

incomplet composé uniquement d’une phase asexuée. Chez l’hôte définitif, le chat et les 

félidés, T. gondii peut par contre, développer un cycle évolutif complet comprenant une phase 

sexuée et une phase asexuée (Figure 3).  

La reproduction sexuée a lieu chez l’hôte définitif (les félidés) qui se contamine par 

ingestion de kystes contenus dans les tissus musculaires d’hôtes intermédiaires servant de 

proies (souris…) ou par l’intermédiaire d’oocystes issus d’une contamination tellurique (eau 

et végétaux souillés). Au contact des cellules épithéliales intestinales de l’hôte, les formes 

asexuées ingérées se transforment en tachyzoïtes puis se multiplient et se différencient en 

gamétocytes mâles et femelles qui donneront, après fusion des gamètes lors de la reproduction 

sexuée, un oocyste. Ces oocystes, non sporulés, sont excrétés dans les fèces des félidés dans 

le milieu extérieur où ils deviennent matures, infectieux et très résistants en quelques jours. 

L’oocyste sera composé de deux sporocystes, contenant eux-mêmes quatre sporozoïtes 

(Dubey et al., 1998). 

La reproduction asexuée peut se dérouler théoriquement dans tous les mammifères à sang 

chaud y compris l’Homme. L’Homme, hôte intermédiaire, se contamine donc par l’ingestion 

de kystes contenus dans de la viande peu ou pas cuite, provenant d’animaux infectés ou par 

l’ingestion d’oocystes souillant l’eau et les aliments. Ceux-ci libèrent des sporozoïtes qui 

passent la barrière intestinale et se transforment en tachyzoïtes. Après une parasitémie brève, 

les tachyzoïtes s’enkystent dans des organes dits immuno-privilégiés tels que le cerveau, les 

muscles squelettiques, le cœur et l’œil, et ainsi, ils restent quiescents dans l’organisme 

pendant la vie de l’hôte en l’absence d’immunodépression (Robert-Gangneux and Dardé, 

2012). 
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Figure 3. Cycle parasitaire de T. gondii (Hunter and Sibley, 2012) 

Le chat, et les félidés en général, sont l'hôte définitif du parasite. Suite à la réplication dans les 

entérocytes de l'intestin (mérogonie), des gamètes mâles et femelles se forment dans la cellule 

hôte. La fusion de ces gamètes conduit à la formation d'oocystes immatures qui vont être 

libérés dans les fèces du chat et soumis à la méiose dans l'environnement pour former des 

oocystes matures infestants. Les oocystes sont capables de survivre dans l'environnement 

pendant plusieurs jours voire plusieurs semaines et peuvent contaminer les aliments et l'eau, 

fournissant ainsi une voie d'infection pour les hôtes intermédiaires. 

Les hôtes intermédiaires sont représentés par l’homme et tous les mammifères à sang chaud. 

Ils se contaminent via des oocystes sporulés présents au niveau du sol, dans la nourriture ou 

dans l’eau. Une fois ingérés, les oocystes vont libérer les sporozoïtes qui se transformeront en 

tachyzoïtes dans l’épithélium intestinal et vont le traverser pour gagner la circulation générale. 

L'infection aiguë est caractérisée par des tachyzoïtes à réplication rapide qui disséminent dans 

tout le corps. Pendant cette phase de dissémination, entre 10 et 20% des personnes 

contaminées peuvent présenter des symptômes liés à une toxoplasmose aiguë (Montoya and 

Liesenfeld, 2004). Après plusieurs jours de multiplication au sein d’une vacuole parasitophore 

et sous la pression du système immunitaire, les tachyzoïtes vont se transformer en bradyzoïtes 
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et vont s’enkyster dans des organes comme le cerveau, l’œil, le cœur et les muscles. Ces 

kystes, mesurant entre 10 et 100 µm, peuvent contenir plusieurs milliers de bradyzoïtes et 

persistent durant toute la vie de l’hôte (Jones and Dubey, 2010). La différenciation des 

bradyzoïtes à croissance lente dans les kystes tissulaires conduit à une infection chronique 

latente. 

Les humains et les vertébrés à sang chaud peuvent également contracter l'infection en 

mangeant de la viande crue ou insuffisamment cuite contenant des kystes tissulaires. Après 

ingestion, les kystes libèrent les bradyzoïtes qui se transforment en tachyzoïtes dans le tube 

digestif, et après une phase de dissémination, ils se ré-enkystent dans les organes cités 

précédemment.  

La transformation des tachyzoïtes en bradyzoïtes est un phénomène rapide (à partir de 48 

heures in vitro et à partir du 6
ème

  jour in vivo) sous l’influence de facteurs immuns (TNF-α, 

IFN-γ) et métaboliques (pH, choc thermique) (Figure 4). Les bradyzoïtes peuvent à leur tour 

se transformer en tachyzoïtes lors d’une diminution de la pression immunitaire (chez les 

sujets immunodéprimés), ce phénomène correspond à une réactivation toxoplasmique (Kim, 

2018). 

 

Figure 4. Processus d’interconversion (Lyons et al., 2002) 

 

La contamination de l’homme peut se faire à tous les niveaux de développement du parasite 

via (Figure 5) : 

- La consommation d’eau et d’aliments contaminés par les oocystes. 

- La consommation de viande crue ou insuffisamment cuite contenant des 

bradyzoïtes. 

- Le contact avec la litière de chats contaminés (oocystes) 

- La contamination du fœtus lors d’une primo-infection chez la femme enceinte par 

passage trans-placentaire des tachyzoïtes.  
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- Et plus exceptionnellement par inoculation accidentelle au laboratoire 

(tachyzoïtes), lors de dons de sang (tachyzoïtes) ou d’organes infectés 

(bradyzoïtes).  

 

Figure 5. Contamination humaine par Toxoplasma gondii (Esch and Petersen, 2013) 

 

4) Invasion de la cellule hôte 

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire et l’entrée dans une cellule hôte est 

indispensable pour sa survie. L’invasion de la cellule hôte par T. gondii est un phénomène très 

rapide (environs 20 secondes), initié par l’attachement du parasite à la surface de la cellule 

qu’il infecte via les protéines de surface du parasite appelées SAG (Surface antigens) 

(Carruthers and Boothroyd, 2007). Cette invasion s'accompagne d'une sécrétion régulée de 

protéines provenant de trois organites parasitaires distinctes, les micronèmes, les rhoptries et 

les granules denses (Hakimi et al., 2017).   

La protéine SAG1 est la plus importante, elle est dotée de propriétés immunomodulatrices et 

est impliquée dans la reconnaissance des protéoglycannes sulfatés sur la surface de la cellule 

hôte (Bishop et al., 2005; He et al., 2002). La fixation de la protéine SAG1 sur les 

protéoglycanes membranaires déclenche une première vague de sécrétion à partir des 

micronèmes à la surface du parasite, permettant ainsi la motilité et la fixation à la cellule hôte 

(Carruthers, 2002). 

Suite à l’attachement par le pôle apical du tachyzoïte, appelé conoïde, une augmentation de la 

concentration en calcium cytosolique est associée à des modifications morphologiques 

importantes et à la sécrétion des protéines impliquées dans l'invasion des cellules hôtes 

(Figures 6 et 7). Ce calcium libéré par les réservoirs intracellulaires du parasite est nécessaire 

et suffisant pour induire l’invasion de la cellule hôte en stimulant la sécrétion des micronèmes 
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à la surface du parasite (Arrizabalaga and Boothroyd, 2004; Carruthers et al., 1999). Les 

mécanismes induisant l’augmentation du calcium cytosolique ne sont pas très bien compris, 

toutefois, il a été décrit que des protéines kinases calcium dépendantes (CDPK) sont 

impliquées dans la libération du contenu des micronèmes (Blader and Saeij, 2009).   

Immédiatement après l’attachement apical du parasite et l’expulsion des protéines des 

micronèmes, une deuxième vague de sécrétion à partir des rhoptries est déclenchée (d’abord 

le cou des rhoptries puis le bulbe des rhoptries). Au niveau des rhoptries, on trouve des 

protéines ROP, RON et des lipides organisés en vésicules nécessaires à la formation de la 

vacuole parasitophore (VP). Quatre protéines de rhoptries, RON2, RON4, RON5 et RON8 se 

lient à la protéine de micronème AMA1 (Apical Membrane Antigen 1) pour former une 

jonction mobile (JM) à l’interface entre le parasite et la membrane de la cellule-hôte 

(Alexander et al., 2005; Liu et al., 2017). Cette JM se déplace à la surface du parasite pendant 

l’invasion, en allant du pôle antérieur vers le pôle postérieur pour envelopper le parasite dans 

une VP (Carruthers and Boothroyd, 2007). 

 

Figure 6. Invasion de la cellule hôte par T. gondii (Carruthers and Boothroyd, 2007) 

Une autre protéine de rhoptrie a été identifiée comme acteur de la mobilité du parasite à la 

surface de la cellule-hôte, la toxofiline, une actin-binding protein (ABP) (Bradley et al., 

2005). Cette protéine joue un rôle dans l’invasion en interagissant avec le cytosquelette de 

l’hôte. Ce cytosquelette est important pour la mobilité du parasite appelée « Gliding 

motility », grâce aux filaments d’actine situés sous la membrane plasmique de la cellule-hôte 

(Dobrowolski and Sibley, 1996; Hakimi et al., 2017; Sibley, 2004). 

Ensuite, le contenu du bulbe des rhoptries est déversé à son tour dans le cytoplasme de la 

cellule-hôte. Ces protéines ROPs relarguées vont migrer vers trois localisations principales : 

la lumière de la VP naissante, la membrane de la VP, ou l’intérieur de la cellule hôte et plus 

spécifiquement le noyau (Blader and Koshy, 2014). 

En dernier, a lieu la sécrétion des protéines de granules denses (les GRAs), qui jouent un rôle 

majeur dans les modifications structurales de la VP. Ces GRAs sont sécrétées dans la VP 



18 
 

pendant et après l’invasion de la cellule hôte, elles participent au recrutement des organelles et 

des nutriments autour de la cellule hôte (Gold et al., 2015; Mercier et al., 2005; Rommereim 

et al., 2016). Certaines de ces protéines (GRA16, GRA24) sont exportées de la VP vers le 

noyau de la cellule-hôte où elles jouent un rôle dans la régulation de l’expression de certains 

gènes de l’hôte (Bougdour et al., 2014). 

L’invasion prend fin lorsque le parasite est entièrement entouré par la VP dans le cytoplasme 

de la cellule-hôte. Cette étape s’accompagne d’une chute de la concentration du calcium 

cytosolique et marque le début de la reproduction asexuée du tachyzoïte par endodyogénie au 

sein de la VP (Francia and Striepen, 2014; Striepen et al., 2007). 

 

 

Figure 7. Reproduction de T. gondii par endodyogénie (Francia and Striepen, 2014) 

Les parasites quittent la cellule généralement après que 64 à 128 parasites se soient accumulés 

dans la VP (Black and Boothroyd, 2000). La sortie de la cellule-hôte est un processus actif, 

qu’on appelle l’égression, et qui dépend de l’augmentation de la concentration du calcium 

cytosolique après libération des réserves intracellulaire (Sibley, 2010). 

5) Génotypes et virulence 

Dans le genre Toxoplasma il y a une seule espèce, T. gondii, au sein de laquelle, plusieurs 

souches ont été décrites. Bien qu’elles soient génétiquement identiques à 98%, la 

classification des souches de T. gondii a été faite en fonction de leur virulence chez la souris 

(détermination de la dose létale 50 (DL50) et de la dose létale 100 (DL100), doses minimales 

de parasites entrainant la mort de 50% (DL50) ou 100% (DL100) des souris infectées). Trois 

lignées clonales majoritaires I, II, III, ayant des degrés de virulence variés, ont été 

identifiées en Europe et en Amérique du Nord (Howe and Sibley, 1995; Saeij et al., 2005; 

Sibley and Ajioka, 2008). Cette étude a été réalisée grâce à des techniques de RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism), de microsatellites et des analyses 

isoenzymatiques. 
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Tableau II : Caractéristiques des trois lignées clonales de T.gondii (Sibley and Boothroyd, 1992) 

 Type I Type II Type II 

Distribution  

humaine 

0% à 40% des souches 

isolées 
40% à 100% souches isolées <20% souches isolées 

Multiplication 

Rapide en tachyzoites 

Peu de conversion en 

bradyzoïtes et peu de 

formation de kystes in vivo  

Lente 

 Conversion en bradyzoïtes 

Formation de kystes in vivo 

Intermédiaire 

Formation de kystes in vivo 

Virulence 

Très virulente chez la souris 

toxoplasmose aigue, létale 

DL100= 1 parasite 

Pas virulente chez la souris 

DL50>10
5
 

Virulence intermédiaire 

Souvent léthal chez la 

souris  

DL50>10
5
 

 

Cependant, des souches nouvelles ont été isolées en pathologie humaine, présentant des 

génotypes différents des souches connues et elles sont considérées comme étant très 

virulentes chez l'homme, à l’origine de tableaux cliniques sévères. Ces souches dites 

atypiques, sont caractérisées par une grande variabilité génétique due à la présence d’allèles 

uniques non retrouvés dans les trois types principaux. Ce polymorphisme génétique a été 

principalement décrit sur le continent Sud-Américain, plus précisément au Brésil et en 

Guyane française (Figure 8)  (Ajzenberg et al., 2004; Khan et al., 2011). 

 

Figure 8. Distribution géographique des génotypes de T. gondii (Shwab et al., 2014) 

Les souches de type I, II, III sont largement dominantes en Europe et en Amérique du Nord 

alors qu’en Amérique du Sud (et plus précisément au Brésil), on note la présence d’un grand 

polymorphisme génétique (Figure 8). 
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Depuis 2012, des méthodes de regroupement ont été utilisées (RFLP, microsatellites et 

séquençage de marqueurs spécifiques) sur 956 isolats afin d’organiser la diversité génétique 

de T. gondii. Ainsi, une nouvelle classification a été proposée pour regrouper les différentes 

souches de T. gondii, définissant 138 génotypes répartis en 6 clades (clade A à F) et en 15 

halogroupes ( Figure 9) (Su et al., 2012). 

 

Figure 9. Structure génétique de la population de T. gondii (Su et al., 2012) 

Cette  étude  a  pu confirmer  le  modèle  biphasique  de regroupement des souches, avec une 

partie comprenant des régions de l’hémisphère Nord  (Amérique  du  Nord  et  Europe) où  

prédominent les lignées clonales (clades C et D dits types I/II/III) et le reste du globe, plus 

spécifiquement l’Amérique du Sud, caractérisée par la présence d’un grand nombre de 

génotypes, la preuve d’une forte recombinaison (clades A, B et F dits atypiques). Ces 

génotypes atypiques semblent être en partie responsables d’atteintes oculaires sévères 

observées chez des patients Sud-Américains, causes possibles d’une mauvaise adaptation de 

l’Homme à ces souches hautement  recombinantes (Carme et al., 2009).  
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En Europe, il existe une prédominance très nette des souches de type II. Ces souches 

représentent en France plus de 85 % des souches isolées alors que les souches de type I, III et 

atypiques sont très rares (Robert-Gangneux and Dardé, 2012). 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai utilisé les souches suivantes : 

- La souche RH, clade A, halogroupe 1, ancienne souche de type I. Elle a été isolée 

par Sabin en 1941 à partir d’une encéphalite toxoplasmique aigue. 

- La souche Prugnaud (PRU), clade D, halogroupe 2, ancienne souche de type II. 

Elle a été isolée en 1964 à partir d’une toxoplasmose congénitale sévère. 

- La souche LEF, clade B, halogroupe 8, ancienne souche  atypique. Elle a été isolée 

en 1994 à partir d’une toxoplasmose congénitale choriorétinogène. 

Bien que des différences soient observées dans les pathologies induites par les différentes 

souches chez la souris, la virulence des souches observée chez la souris peut être différente 

chez l’Homme, suggérant que les facteurs de l’hôte peuvent également être impliqués dans la 

virulence du parasite (Robert-Gangneux and Dardé, 2012). La virulence de T.gondii semble 

dépendre de la souche elle-même, des facteurs parasitaires, ainsi que des facteurs de la cellule 

hôte. 

Afin de faciliter l’identification des gènes parasitaires impliqués dans la différence de 

virulence observée entre les diverses souches, des croisements expérimentaux ont été réalisés 

entre des souches présentant différents profils de virulence. Les souches hybrides obtenues 

ont été introduites chez la souris. Cinq VIR (Virulent loci) ont été identifiés ainsi que trois 

protéines sécrétoires de rhoptries incriminées (ROP5, ROP16, ROP18). En effet, le locus 

VIR1 code pour la pseudokinase ROP5, le locus VIR3 pour la kinase ROP18, le locus VIR4 

pour la kinase ROP16, alors que le rôle des loci VIR2 et VIR5 n’a pas encore été élucidé 

(Saeij et al., 2006; Taylor et al., 2006). 

Tableau III : Les protéines ROP impliquées dans la virulence de T. gondii (Kemp et al., 2013) 

 

Ces facteurs clés de virulence sont des protéines sécrétoires déchargées des organites apicaux, 

les rhoptries. Ils sont injectés directement dans la cellule hôte et jouent un rôle important dans 

le processus d'invasion parasitaire et dans l'induction de la sécrétion d'interleukine-12 (IL-12) 

par les macrophages de souris (Robben et al., 2004). 

La protéine parasitaire ROP16 appartient à la famille des protéines kinases ROP2. Il s’agit 

d’une sérine-thréonine kinase, libérée lors de la phase d’invasion et accumulée dans le noyau 

de la cellule hôte. ROP16 phosphoryle la famille des protéines STAT (STAT1, STAT3, 

STAT5 et STAT6) (Signal Transducers and Activators of Transcription) de l’hôte (Ong et al., 

2010). Ces protéines STAT sont impliquées dans la régulation de différents processus 
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cellulaires telles la croissance, la différenciation, la survie ou l’apoptose et dans la régulation 

de la réponse immunitaire.  

La protéine ROP18 est également une sérine-thréonine kinase, active et polymorphique, elle 

appartient à la famille ROP2 (Taylor et al., 2006). Elle possède un domaine kinase, essentiel 

pour assurer une croissance parasitaire rapide et pour l’induction de la virulence chez la souris 

(El Hajj et al., 2007). ROP18 est exprimée à la surface de la membrane de la VP et est 

directement exposée au cytoplasme de la cellule hôte, ce qui en fait un excellent candidat 

impliqué dans les modifications des voies de signalisation de la cellule hôte. ROP18 est 

impliquée dans la phosphorylation et l’inactivation des IRGs (Immunity Related GTPase) de 

l’hôte (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al., 2010), qui jouent un rôle dans la lutte 

antimicrobiale, permettant ainsi la survie du parasite dans la cellule infectée. 

Un troisième locus a été identifié, comme ayant le plus grand impact sur la virulence d’une 

souche de type I chez la souris et représenté par la protéine ROP5, qui code pour un cluster de 

pseudokinases (kinases inactives à cause d’une absence d’un motif dans leur domaine 

catalytique responsable de l’activité phosphotransférase) secrétées et hautement 

polymorphiques (Reese et al., 2011; Saeij et al., 2006). ROP5  appartient à la famille des 

serine-thréonine kinases de  ROP2  et se localise à la face cytosolique de la vacuole 

parasitophore tout comme ROP18 (Khan et al., 2009). Elle est impliquée dans l’inhibition des 

IRGs en coopération avec ROP18, contrôlant ainsi la virulence des souches et la survie du 

parasite (Niedelman et al., 2012). 
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6) La toxoplasmose 

La toxoplasmose est une anthropozoonose cosmopolite de symptomatologie et de gravité 

variables. Elle est le plus souvent cliniquement inapparente chez les sujets 

immunocompétents (environ 80% des cas) et se traduit biologiquement par une 

séroconversion. Lorsqu’elle est symptomatique, la forme clinique la plus souvent observée est 

ganglionnaire (15 à 20% des cas), avec la présence d’adénopathies cervicales ou occipitales 

indolores et souples. Une fièvre et une asthénie sont très fréquemment associées ; l’asthénie 

peut perdurer plusieurs mois. Les symptômes régressent spontanément sans traitement. 

6.1) Aspects épidémiologiques 

On estime qu'environ 25 à 30% de la population humaine mondiale est infectée par T. gondii 

(Montoya and Liesenfeld, 2004). La séroprévalence de la toxoplasmose augmente avec l’âge 

et varie selon le niveau socio-économique, les habitudes alimentaires et la localisation 

géographique (Argumentaire de l’Haute Autorité de Santé, 2017). En réalité, les prévalences 

varient considérablement d'un pays à l'autre (de 10 à 80%) et souvent dans un même pays ou 

entre différentes communautés d'une même région (Figure 10) (Pappas et al., 2009).  

 

Figure 10. La séroprévalence de T. gondii (Pappas et al., 2009).                                                                             

Le rouge foncé correspond à une prévalence supérieure à 60%, le rouge clair à 40–60%, le jaune à 20–40%, le 

bleu à 10–20% et le vert à une prévalence <10%. Le blanc équivaut à l'absence de données.                                                                                                     

La prévalence de la toxoplasmose varie considérablement, avec des taux élevés (supérieurs à 

60%) en Amérique latine, dans certaines parties de l'Europe centrale et orientale, au Moyen-

Orient et dans certaines régions de l'Asie du Sud-Est et en Afrique. Des taux faibles sont 

observés dans certains pays de l’Europe du Nord, certains pays de l’Asie du Sud-Est ainsi 

qu’en Amérique du Nord. 

Cette diversité de séroprévalence pourrait être expliquée par différents facteurs qui jouent un 

rôle majeur dans la propagation de T. gondii.  
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Les facteurs climatiques influent sur la survie des oocystes dans l'environnement et, par la 

suite, sur les taux d'infection chez les animaux de rente. En effet, les prévalences les plus 

faibles sont observées dans les pays arides et dans les pays les plus froids, alors que les 

prévalences les plus élevées on les retrouve dans les pays tropicaux à climat chauds et 

humides favorisant la survie des oocystes. 

Des facteurs anthropiques pourraient expliquer en grande partie les variations de la 

séroprévalence humaine, car certaines habitudes culturelles et alimentaires, telles que la 

consommation de viande crue ou non cuite, le lavage des mains, les types de viande ou de 

légumes consommés et les habitudes de nettoyage des légumes favorisent la propagation du 

parasite. 

D’autres facteurs responsables de la répartition inégale de la toxoplasmose dans le monde sont 

la situation socio-économique (sources d’eau, salubrité), les habitudes de vie (présence de 

chats, jardinage sans gants), ou la présence ou absence des différents programmes de 

surveillance ou de dépistage. 

Bien que la séroprévalence augmente avec l’âge, le taux d’infection par rapport à l’âge varie 

en fonction du pays et du niveau socioéconomique. Une séroprévalence élevée pourrait être 

observée chez l'enfant dans les populations vivant dans des conditions d'hygiène médiocres, 

probablement liées à une contamination terrestre et d'origine hydrique par l'ingestion 

d'oocystes. Il a été démontré qu’avec l’augmentation du niveau socio-économique et 

l’amélioration des conditions générales d’hygiène, notamment la modification des systèmes 

de production et  la consommation de viande congelée, ont entraîné une diminution constante 

de la séroprévalence dans plusieurs pays occidentaux comme aux États-Unis (Jones et al., 

2009). 

En France, la séroprévalence de la toxoplasmose chez l’adulte a longtemps été élevée (82% en 

1960, 66% en 1982, 43,8% en 2003, 37,8% en 2010), avec des variations régionales qui 

pourraient être expliquées par la différence de climat et des habitudes alimentaires d’une 

région à l’autre. Une projection de la prévalence de la toxoplasmose en 2020 a été estimée à 

29.6% en cas de baisse continue (Figure 11) (Tourdjman et al., 2015). 
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Figure 11.  Prévalence de la toxoplasmose chez les femmes enceintes selon le département 

d’habitation (Tourdjman et al., 2015). 

 

6.2) Manifestations cliniques  

Les manifestations cliniques de la toxoplasmose varient en fonction de la souche infectante, 

ainsi que du statut immunitaire du sujet infecté.  

6.2.1) La toxoplasmose acquise du sujet immunocompétent 

Chez le sujet immunocompétent, la toxoplasmose est habituellement bénigne, elle est 

asymptomatique dans 90% des cas et peut se manifester parfois par un syndrome pseudo-

grippal (fatigue, fièvre, courbatures…) ou par une adénopathie cervicale isolée (Montoya and 

Liesenfeld, 2004; Robert-Gangneux and Dardé, 2012).  

Lors de la phase aiguë, la dissémination parasitaire est contrôlée par la réponse immunitaire 

de l’hôte. La primo-infection évolue ensuite vers une phase chronique asymptomatique 

caractérisée par l’enkystement des parasites dans des organes immunologiquement privilégiés 

comme le cerveau, le cœur, les muscles et l’œil, où l’inflammation est limitée et la destruction 

tissulaire liée à la cytolyse est réduite afin de préserver l’intégrité fonctionnelle de l’organe 

infecté (Black and Boothroyd, 2000). Ainsi, les kystes peuvent persister toute la vie de l’hôte 

sans manifestations cliniques. 

Bien que dans la majorité des cas, la toxoplasmose est une infection bénigne, elle peut 

provoquer des symptômes graves dans le cerveau et d'autres organes chez les patients 

immunodéprimés, ainsi que chez le fœtus suite à une infection congénitale. 

 6.2.2) La toxoplasmose du sujet immunodéprimé 

La toxoplasmose de l’immunodéprimé peut résulter d’une primo-infection ou de la 

réactivation d’une infection ancienne (réactivation de kystes parasitaires). L’atteinte cérébrale 

est la plus fréquente chez les patients atteints de SIDA (Syndrome d’immunodéficience 
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acquise), une localisation oculaire est associée dans 10 à 20% des cas. Des formes 

pulmonaires ou disséminées sont rencontrées chez des patients avec un déficit profond de 

l’immunité cellulaire. 

Dans le contexte de l'infection par le VIH (Virus  de l’immunodéficience humaine), la 

manifestation clinique la plus fréquente est l'encéphalite toxoplasmique (Figure 11), avec des 

symptômes allant de céphalées à hémiparésie et troubles de l’élocution voire démence, pertes 

de mémoire et crises épileptiques (Machala et al., 2015; Montoya and Liesenfeld, 2004; 

Robert-Gangneux and Dardé, 2012). Elle est le plus souvent due à la réactivation d'une 

infection latente (kystes cérébraux) et qui survient lorsque le nombre de cellules CD4 + est 

inférieur à 200 cellules / μL (Luft and Remington, 1992). Aujourd’hui, grâce à la 

reconstruction immunitaire due à la thérapie antirétrovirale active, l'incidence de la 

toxoplasmose a considérablement diminué chez les patients infectés par le VIH. 

Cependant, il existe toujours des formes sévères de rétinochoroïdite toxoplasmique, survenant 

en général chez des sujets immunodéprimés (transplantés, patients atteints d'hémopathie 

maligne ou présentant une immunodépression iatrogène). Il est fondamental de reconnaître et 

par conséquent, de traiter efficacement ces rétinochoroïdites parasitaires dont le pronostic 

fonctionnel demeure souvent réservé. 

 

Figure 12. Encéphalite toxoplasmique. 

(CD-ROM Anofel 3 ; Derouin & Pelloux, 2008) 

 

En France, la toxoplasmose cérébrale représente 12% des personnes qui découvrent leur 

séropositivité au VIH après le déclenchement d’une affection opportuniste (INVS 2008).  

 6.2.3) La toxoplasmose congénitale  

La toxoplasmose congénitale (TC) est dans la majorité des cas, secondaire au passage trans-

placentaire du parasite lorsqu’une femme enceinte non immunisée contracte l’infection au 

cours de la grossesse. De rares cas de réactivation de l’infection en cas d’immunodépression 

pendant la grossesse, ou de nouvelle infection avec une nouvelle souche ont été décrits 

(Andrade et al., 2009). Le passage trans-placentaire du parasite n’est cependant pas 

systématique, et le risque de transmission materno-fœtale lors de la phase aiguë de l’infection 

augmente avec l’âge de la grossesse ; le taux global de transmission est évalué à 15% à 16 

semaines de grossesse, 40% à 26 semaines et 71% à 36 semaines. La sévérité de la maladie 
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évolue de façon inverse (formes graves en cas de transmission en début de grossesse, formes 

infra-cliniques en fin de grossesse) (Figure 13).  

 

Figure 13. Risque de transmission materno-fœtale et gravité de l’atteinte en fonction                                          

de l’âge de la grossesse (Davenel et al., 2010) 

L’infection peut donc déterminer une transmission verticale du parasite, ce qui entraîne de 

graves conséquences pour le fœtus, notamment une altération de l'acuité visuelle, un retard 

mental, des calcifications intracrâniennes, une hydrocéphalie, des malformations fœtales et 

voire la mort in utero (Fallahi et al., 2018). 

Au cours du premier trimestre de grossesse, le risque de transmission est faible, en revanche 

les conséquences sont très sévères avec un risque de choriorétinite, d’hydrocéphalie, de 

calcifications intra-crâniennes voire mort in utero du fœtus (Montoya and Liesenfeld, 2004). 

Pendant le 2
ème

 trimestre de grossesse, on observe des symptômes comme 

l’hépatosplénomégalie, la rétinochoroïdite ou des calcifications intracérébrales. 

En ce qui concerne le 3
ème

 trimestre de grossesse, malgré une transmission verticale 

supérieure à 70%, la majorité des nouveaux-nés sont asymptomatiques à la naissance. 

Le potentiel évolutif de la maladie est imprévisible, il est surtout lié à la survenue de 

choriorétinites tardives associées ou non à des symptômes neurologiques et des troubles de 

développement. Elle peut devenir cliniquement apparente des années après la naissance ; 

environ 10% des rétinochoroïdites sont diagnostiquées dès la naissance et 90% au cours du 

suivi ultérieur variant de quelques mois à plusieurs dizaines d’années selon les études (Dunn 

et al., 1999; Freeman et al., 2008; Roberts et al., 2001). 

En 2015, la prévalence de la TC a été évaluée à 3,1 cas pour 10 000 naissances, soit 246 cas 

de TC diagnostiqués et les formes néonatales sévères représentaient 2% des cas (CNR 

toxoplasmose 2017). 

La France a instauré un programme de prévention de la toxoplasmose régi par le décret du 14 

février 1992, relatif au dépistage obligatoire et à la surveillance des femmes enceintes avant la 

fin du premier trimestre et jusqu’à la fin de la grossesse. Une circulaire du 27 septembre 1983 

adjoint la prescription de règles hygiéno-diététiques pour les femmes enceintes non 
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immunisés vis-à-vis de la toxoplasmose. Ce programme a pour but de dépister précocement 

une éventuelle séroconversion, diagnostiquer et prendre en charge une éventuelle infection 

fœtale. En France, a séroconversion des femmes enceintes a régulièrement baissé ces 

cinquante dernières années, ce qui peut être expliqué par les modifications d’exposition au 

parasite (diminution de la consommation de viande crue, augmentation de celle de viande 

congelée, respect des mesures hygiéno-diététiques pendant la grossesse) (Tourdjman et al., 

2015). 

 6.2.4) Toxoplasmose oculaire  

La toxoplasmose oculaire (TO) est une maladie redoutable car potentiellement cécitante. Elle 

résulte d’une infection congénitale ou acquise, qui touche aussi bien les sujets 

immunodéprimés qu’immunocompétents (Delair et al., 2008; Gilbert and Stanford, 2000). La 

TO est la principale cause d’uvéite postérieure dans le monde (Pfaff et al., 2014). Des 

prévalences élevées ont été en particulier rapportées en Amérique du Sud  ainsi qu’en Afrique 

et une partie de l’Asie (Maenz et al., 2014). Plusieurs études ont montré des incidences et des 

sévérités plus élevées de la choriorétinite au Brésil et en Colombie (Gilbert et al., 2008). 

Ainsi, au sud du Brésil, la TO est estimée à 17,7% (Gilbert et al., 1999; Pappas et al., 2009; 

Vallochi et al., 2005) et à 6% en Colombie, alors qu’en Europe et en Amérique du Nord, elle 

est évaluée entre 2 et 3% (Jones et al., 2006a; Robert-Gangneux and Dardé, 2012; de-la-Torre 

et al., 2009).  

Il est maintenant reconnu que la sévérité de l’infection dépend du génotype de la souche 

(Roberts and McLeod, 1999). En effet, la gravité de l’infection est faible dans les pays 

d’Europe occidentale et en Amérique du Nord où les souches de type II prédominent (Howe 

and Sibley, 1995; Petersen et al., 2012), mais les lésions sont plus fréquentes et plus sévères 

en Amérique du Sud où les souches parasitaires sont beaucoup plus hétérogènes et atypiques 

(Furtado et al., 2013; Xiao and Yolken, 2015).  

Que la TO se produise chez un sujet immunocompétent ou immunodéprimé, et qu’elle soit 

d’origine congénitale ou acquise, l'aspect clinique de la rétinochoroïdite toxoplasmique 

(inflammation de la rétine et de la choroïde) est le plus souvent typique : rétinite nécrosante 

localisée (Park and Nam, 2013; Subauste et al., 2011). On retrouve des zones de nécroses 

entourées d’une réaction inflammatoire intense (Figures 14 et 15). 

 

Figure 14. Image de fond d’œil illustrant  une rétine normale (the American Association for Pediatric 

Ophthalmology and Strabismus website https://aapos.org/terms/conditions/106) 
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Figure 15. Choriorétinite consécutive à une toxoplasmose congénitale (American Association for Pediatric 

Ophthalmology and Strabismus website https://aapos.org/terms/conditions/106) 

Les récurrences sont fréquentes, quelles que soient la souche ou la région : en Europe certains 

auteurs les estiment à environ 80% des cas (Pleyer et al., 2014). Par ailleurs, un état 

d’immunodépression augmente le risque de faire des récurrences, le système immunitaire 

n’étant plus en mesure de maintenir le parasite à l’état latent. L’importance du système 

immunitaire dans l’étendue des lésions rétiniennes a été abordée dans plusieurs études (Figure 

16) (Garweg et al., 2005; de-la-Torre et al., 2013). 

 

Figure 16. Toxoplasmose oculaire récurrente (Pleyer et al., 2014) 

À l’heure actuelle, le problème majeur réside dans l’absence de traitements réellement 

efficaces, agissant sur la forme latente du parasite, les bradyzoïtes enkystés, ce qui limiterait 

les risques de récurrence. 

6.3) Diagnostic biologique 

Le diagnostic de la toxoplasmose repose sur la réalisation d’examens sérologiques pour 

rechercher les anticorps anti-Toxoplasma gondii et / ou d’examens de biologie moléculaire 

pour la détection directe du parasite ou de son ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction). 

La réalisation de ces examens dépend du contexte clinique, ainsi que du statut immunitaire du 

patient. 
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Tableau IV : Stratégies de diagnostic de la toxoplasmose (Robert-Gangneux and Dardé, 2012)                                                                                              

 

6.4) Traitements et prophylaxie 

6.4.1) Traitement de la toxoplasmose 

Peu de médicaments sont disponibles pour le traitement de la toxoplasmose, et ces derniers 

sont actifs sur la forme tachyzoïte et non sur la forme kystique latente. Un traitement curatif 

n’est indiqué qu’en cas de TC ou toxoplasmose grave survenant chez un sujet 

immunodéprimé ou à la suite d’une infection par une souche atypique très virulente. 

Les médicaments utilisés pour le traitement de la toxoplasmose sont regroupés en deux 

grandes familles : les macrolides et les inhibiteurs de la synthèse de l’acide folique (Derouin, 

2001). 

Les inhibiteurs de la synthèse de l’acide folique regroupent deux classes thérapeutiques : les 

sulfamides, inhibiteurs de la dihydropteroate synthase (DHPS) (Sulfadiazine, sulfadoxine), et 

les inhibiteurs de la déhydrofolate réductase (DHFR) (Pyriméthamine) (Figure 17). Ces deux 

classes thérapeutiques ont une action parasiticide synergique sur le tachyzoïte de T. gondii, 

puisqu’elles agissent en cascade sur la voie de synthèse des folates, permettant ainsi de 

potentialiser l’effet anti-parasitaire. En effet, l’inhibition de la DHPS par les sulfamides 

diminue la quantité de dihydroptéroate et donc de dihydrofolate disponible pour l’activité de 

la DHFR. La diminution concomitante du substrat et de l’activité de la DHFR permet à la 

combinaison de ces deux drogues d’être redoutablement efficace.  
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Figure 17. Schéma du mécanisme d’action des inhibiteurs de la synthèse de l’acide folique (123bio.net) 

Les principaux effets indésirables observés sont cutanés (Syndrome de Lyell), mais aussi 

hématologiques (neutropénie, thrombopénie) nécessitant l’administration d’acide folinique 

chez les patients. Ces effets indésirables sont liés à l’inhibition de la synthèse de l’acide 

folique chez l’hôte (Rapport AFSSA 2005). 

Ces deux médicaments ne doivent en aucun cas être prescrits seuls car ils seraient 

responsables de destructions tissulaires sévères et de larges lésions (Garweg and Stanford, 

2013). 

Les macrolides représentent la deuxième famille thérapeutique utilisée dans le traitement de la 

toxoplasmose, dont l’action est uniquement parasitostatique. La spiramycine est le seul 

macrolide utilisé dans le cadre de la toxoplasmose, elle est indiquée chez la femme lors d’une 

séroconversion pendant la grossesse afin d’éviter le passage transplacentaire du parasite et 

donc la contamination du fœtus (Julliac et al., 2010).  

Les traitements doivent être conseillés et adaptés au pays d’origine de l’infection. En effet, les 

souches parasitaires et les lésions étant plus sévères en Amérique du Sud, les traitements ne 

seront pas les mêmes que ceux donnés en Europe (Commodaro et al., 2009). 

Actuellement, le problème majeur réside dans l’absence de traitements réellement efficaces, 

agissant sur la forme latente du parasite. C’est pourquoi la prévention de l’infection joue un 

rôle majeur et passe par le respect des mesures hygiéno-diététiques, ainsi que la mise en place 

d’un traitement prophylactique chez les sujets à risque en cas d’immunodépression ou de 

séroconversion pendant la grossesse. 

 6.4.2) Prophylaxie 

Actuellement, il n’existe aucun traitement prophylactique par vaccination chez l’homme 

(HAS 2017). 
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En cas d’immunodépression ou de grossesse, il est indispensable de mettre en place un 

traitement préventif afin de diminuer le risque d’infection, de réactivation à partie des kystes 

ou de transmission materno-fœtale selon le contexte. 

Dans un premier temps, le respect des mesures hygiéno-diététiques pour les sujets non 

immunisés, notamment les femmes enceints, est important afin d’éviter la contamination 

parasitaire (tableau 5). 

Tableau V : Recommandations hygiéno-diététiques de prévention chez la femme enceinte (AFSSA 2005) 

 

Dans un deuxième temps, une chimioprophylaxie secondaire est indispensable chez les sujets 

immunodéprimés visant à prévenir la réactivation toxoplasmique et donc la survenue d’une 

toxoplasmose cérébrale. Cette chimioprophylaxie secondaire est à instaurer en fonction du 

degré d’immunodépression, elle repose sur l’association triméthoprime/sulfaméthoxazole 

(Cotrimoxazole®) et elle doit être maintenue tant que le risque d’infection opportuniste 

persiste (HAS 2017). 
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B. INTERACTIONS HOTE-PATHOGENE 

Les microorganismes intracellulaires tels que les champignons, les bactéries, les virus ou les 

parasites sont capables de perturber les grandes fonctions cellulaires de leurs hôtes. Les 

fonctions cellulaires touchées sont : le trafic membranaire, la synthèse protéique, le cycle 

cellulaire, l’apoptose, la présentation antigénique, la modulation de l’expression des gènes et 

de la réponse immunitaire. 

Lors de la phase d’invasion, T. gondii établit une niche au sein de la cellule-hôte infectée pour 

sa réplication ; il s’agit de la vacuole parasitophore (VP), délimitée par la membrane de la VP. 

Cette membrane de la VP est une interface entre le parasite et le cytoplasme de la cellule hôte, 

elle agit comme une plate-forme pour la modulation de nombreuses voies de signalisation de 

la cellule-hôte, l’acquisition de nutriments et le remodelage de l’architecture de la cellule 

infectée, créant ainsi un environnement propice à la réplication du parasite (Martin et al., 

2007). 

1) La vacuole parasitophore  

La VP est formée lors de la phase d’invasion, par invagination de la membrane cytoplasmique 

de la cellule-hôte, entourant ainsi le parasite dans le cytoplasme cellulaire. Elle est délimitée 

par la membrane de la VP, qui joue un rôle majeur dans les interactions hôte-parasite 

observées. La membrane de la VP est poreuse pour les petites molécules (moins de 1 300 Da) 

mais sert autrement de frontière entre l'hôte et le parasite intracellulaire (Schwab et al., 1994). 

A l’intérieur de la VP, T.gondii secrète plusieurs protéines et lipides pour modifier la structure 

biochimique de la membrane de la VP, contournant ainsi la voie phagocytaire et empêchant la 

fusion de la VP avec le système endolysosomal (Clough and Frickel, 2017). 

La membrane de la VP forme de longues structures membranaires, appelées projections de la 

membrane de la VP, qui s’étendent dans le cytoplasme de la cellule-hôte et permettent la 

communication entre plusieurs VP dans une même cellule et parfois entre VP de deux cellules 

voisines (Coppens and Romano, 2018; Romano et al., 2013; Rome et al., 2008). 

Autour de la VP, le parasite recrute les mitochondries et le réticulum endoplasmique de la 

cellule-hôte, probablement, via les protéines de granules denses et les protéines de la famille 

RON2 qui sont localisées au niveau de la membrane de la VP. Le rôle principale de cette 

association de haute affinité, membrane de la VP-organites cellulaire, est l’acquisition des 

nutriments indispensables pour la survie du parasite  (Sinai et al., 1997). 

2) Acquisition des nutriments 

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire, incapable de survivre et de proliférer en 

l’absence d’une cellule-hôte. Dès la phase d’invasion, le parasite s’isole dans la VP qui le 

protège des agressions cellulaires. Afin de survivre et d’assurer sa prolifération, il doit puiser 

dans les ressources de la cellule infectée. 

Quelques minutes après l’invasion, le parasite sécrète des protéines dans la cellule infectée 

afin de détourner les voies de signalisation de l’hôte à son avantage. Ainsi, le parasite met en 

place un réseau intra-vacuolaire de tubules membranaires (Coppens and Romano, 2018). De 
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plus, il recrute le réticulum endoplasmique et les mitochondries de l’hôte autour de la VP, 

source potentielle de phospholipides et de stérols pour le parasite (Sinai et al., 1997). 

A travers la membrane de la VP, le parasite extrait plusieurs molécules de petite taille, dont le 

glucose, source d’énergie importante pour le parasite. Ce glucose transite de la cellule-hôte 

vers le parasite à travers la membrane de la VP grâce au transporteur membranaire T. gondii 

Glucose Transporter 1 (TgGT1) (Blader and Koshy, 2014). Le glucose est considéré comme 

la principale source de carbone indispensable pour la réplication et la motilité parasitaire. En 

effet, d’autres substrats peuvent être utilisés par le parasite comme source d’énergie, par 

exemple , la glutamine, une autre source de carbone, soulignant ainsi la capacité de T. gondii 

à s’adapter à plusieurs cellules-hôtes (Blume et al., 2009) (Figure 18). 

 

Figure 18. Utilisation du glucose (Glc) et de la glutamine (Gln) par T. gondii (Blader and Koshy, 2014) 

Plusieurs équipes ont montré que T. gondii est auxotrophe pour un certain nombre de 

nutriments ; c’est le cas pour le cholestérol, l’arginine, le tryptophane, le fer, les polyamines, 

et les purines (Chaudhary et al., 2004; Coppens et al., 2000; Fox et al., 2004; Gail et al., 

2004; Pfefferkorn, 1984; Seabra et al., 2004). 

L’arginine est un acide aminé essentiel acquis par le parasite à partir de la cellule-hôte. Il joue 

un rôle important dans la croissance et la virulence de T.gondii. Ainsi, une diminution de sa 

disponibilité favorise la transformation des tachyzoïtes en bradyzoïtes (Fox et al., 2004). 

Les acides gras et les folates sont synthétisés de novo par T. gondii mais peuvent également 

être acquis à partir de la cellule-hôte grâce à des transporteurs membranaires spécifiques 

(Charron and Sibley, 2002; Massimine et al., 2005). De même, les sphingolipides, lipides 

susceptibles de contribuer à la régulation du trafic membranaire et à la structuration de la 

cellule, sont synthétisés de novo par T. gondii (20 espèces de sphingolipides différentes) mais 

aussi capturés par le parasite à partir de l’appareil de Golgi présent à proximité de la VP 

(Bisanz et al., 2006). 
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Ces exemples de coexistence à la fois d’une synthèse de novo et d’une capture à partir de la 

cellule-hôte, montrent que la présence chez le parasite d’enzymes de biosynthèse de 

nutriments essentiels, ne peut pas exclure le fait que T. gondii est prototrophe pour ces 

métabolites (Laliberté and Carruthers, 2008). 

3) Organisation du cytosquelette et des organelles de l’hôte 

La membrane de la VP forme des associations étroites (probablement des interactions 

protéine-protéine) avec le réticulum endoplasmique et les mitochondries de la cellule-hôte et 

ces associations couvrent 75 % de la surface de la membrane de la VP 4 heures post-infection 

(Sinai et al., 1997). L’association avec le réticulum endoplasmique est source de nutriments 

pour le parasite comme vu précédemment, alors que l’association avec les mitochondries 

serait impliquée dans l’acquisition de certains phospholipides, la sérine et la choline, 

nécessaires à la réplication parasitaire (Gupta et al., 2005). Ce processus de recrutement des 

mitochondries semble dépendre de la protéine GRA7 (Coppens et al., 2006). En utilisant 

d’autres GRAs comme GRA17 et GRA23, Toxoplasma augmente la perméabilité de la VP en 

créant des pores pour faciliter le passage des petites molécules (Gold et al., 2015). 

L’infection par T. gondii entraîne une réorganisation des microtubules de l’hôte autour de la 

VP (Coppens et al., 2006; Halonen and Weidner, 1994). Ainsi, on note un réarrangement des 

filaments intermédiaires de vimentine autour de la VP afin de la maintenir à proximité du 

noyau de l’hôte (Halonen and Weidner, 1994) 

Contrairement aux microtubules, les filaments d’actine de l’hôte ne sont pas réorganisés 

pendant la réplication parasitaire. En effet, lors de la phase d’invasion, le parasite doit 

traverser le cytosquelette d’actine de la cellule-hôte, probablement en formant une brèche 

dans le réseau ou en le démantelant localement. Des études récentes ont mis en évidence une 

protéine de rhoptries, la toxofiline, une actin-binding protein (ABP), qui permet au parasite 

d’utiliser le cytosquelette actinique de l’hôte lors de l’invasion (Delorme-Walker et al., 2012; 

Hakimi et al., 2017). 

4) Manipulation des voies de l’apoptose 

L’apoptose est un phénomène de mort cellulaire programmée, non inflammatoire, observé en 

réponse à une infection par un pathogène. Il s’agit d’un mécanisme de défense inné pour 

éliminer les agents pathogènes intracellulaires et diminuer la propagation de l’infection 

(Sridharan and Upton, 2014). Il n’est donc pas surprenant que certains pathogènes 

intracellulaires incluant T. gondii, ont développé des stratégies afin d’échapper à l’élimination 

par apoptose (Nash et al., 1998). 

Le processus apoptotique implique une cascade d'activation de cystéines protéases appelées 

caspases. Ces caspases sont synthétisées sous forme de proenzymes inactives et sont activées 

par clivage, souvent par d’autres caspases (Boatright and Salvesen, 2003). Il y a des caspases 

initiatrices et effectrices. Les caspases initiatrices agissent en amont de la voie apoptotique et 

sont responsables de l’amplification initiale du signal alors que les caspases effectrices 

agissent en aval pour cliver les protéines-cibles spécifiques. 

L’apoptose est gouvernée par deux voies d’activation principales : la voie intrinsèque et la 

voie extrinsèque. La voie intrinsèque est souvent déclenchée par un stress ou des dommages 

causés à l’ADN, ce qui induit la libération du cytochrome C depuis la mitochondrie dans le 
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cytosol. Celui-ci, se lie et active le complexe de l’apoptosome incluant la procaspase 9. Une 

fois ce complexe formé, la procaspase 9 est clivée, et la caspase 9 active est alors libérée dans 

le cytosole.  

La voie extrinsèque implique des récepteurs appartenant à la famille des récepteurs du TNF 

ou des récepteurs Fas, dont l’activation par un ligand externe entraîne l’assemblage des 

composants du complexe DISC (Death-inducing Signaling complex), qui induit le 

recrutement et l’activation de la caspase 8 (Boatright and Salvesen, 2003). 

Les caspases 8 et 9 activées vont à leur tour cliver la caspase 3 qui joue un rôle dans le 

déclenchement de l’apoptose (Figure 18) (Carmen et al., 2006; Lemasters et al., 1999). 

L’induction de la voie intrinsèque de l’apoptose est inhibée par T. gondii via la dégradation de 

la caspase 8 (Vutova et al., 2007). De plus, les cellules infectées par Toxoplasma présentent 

un faible relargage de cytochrome C (Keller et al., 2006). Ainsi, on a une inhibition de 

l’apoptose par diminution des caspases 8/9 actives et donc de la caspase 3 (Goebel et al., 

2001). 

D’autres voies sont impliquées dans l’inhibition de l’apoptose par T. gondii.                          

La voie impliquant NF-B, un facteur de transcription cellulaire activé par le parasite. 

L’induction de NF-B est associée à une réponse de survie cellulaire. En effet, NF-B est 

activé par le parasite et transloqué dans le noyau cellulaire où il active les gènes qui codent 

pour les protéines anti-apoptotiques. Il régule les protéines anti-apoptotiques de la famille des 

Bcl2 (B-cell lymphoma 2) et des c-IAP (cellular inhibitors of apoptosis protein), contribuant 

ainsi au maintien d’un environnement anti-apoptotique dans les cellules infectées par T. 

gondii (Blader et al., 2001; Molestina et al., 2003).                                                                                                             

Le maintien d’un état anti-apoptotique dans les cellules repose également sur l’activation de la 

voie de signalisation de la phosphoinositol 3 kinase (PI3K) (Kim and Denkers, 2006). Cette 

dernière phosphoryle le phosphatidylinositol (PI) en phosphatidylinositol biphosphate (PI2P) 

puis en phosphatidylinositol triphosphate (PI3P) au niveau de la membrane plasmique, 

conduisant au recrutement de la PKD1 (Phosphoinositide dependant kinase 1) par PI3P. La 

PKD1 active par phosphorylation PKB/AKt, une autre kinase qui agit à plusieurs niveaux. 

PKB/AKt inactive par phosphorylation le facteur pro-apoptotique Bad, elle active la voie NF-

B et inhibe la transcription du facteur FKHR1 (Forkhead transcription factor) (Figure 19) 

(Datta et al., 1999). 
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Figure 19. Inhibition des voies apoptotiques par T. gondii (Laliberté and Carruthers, 2008) 

5) Manipulation des facteurs de transcription cellulaires 

Afin de se multiplier et de persister dans la cellule infectée, le parasite est capable de moduler 

un certain nombre de voies de signalisation de la cellule-hôte. L’infection par T. gondii, induit 

des changements d’expression des gènes de l’hôte. Des expériences de microarray ont montré 

que plus de 1000 gènes de la cellule-hôte sont modulés par le parasite. Ces gènes sont 

impliqués dans plusieurs mécanismes cellulaires, notamment l’apoptose, le métabolisme, 

l’inflammation, la différenciation et la prolifération cellulaire (Blader et al., 2001; Gail et al., 

2001). En effet, T. gondii est capable de détourner les mécanismes cellulaires, et de moduler à 

son avantage un grand nombre de facteurs de transcription (STAT1, STAT3/6, HIF1, UHRF1, 

NF-B, ERG2…) afin de créer un environnement favorable à son développement et 

d’échapper à la réponse immunitaire. De plus, la plupart de ces facteurs de transcription 

cellulaires sont connus pour être régulés par des protéines parasitaires comme ROP16, 

ROP18, GRA15, GRA16. 

La modulation de l'expression de ces gènes de la cellule-hôte est un moyen important pour le 

parasite pour développer sa niche réplicative. 

  5.1) STATs 

Les protéines STAT (Signal Transducers And Activators of Transcription) sont impliquées 

dans la régulation de plusieurs mécanismes cellulaires comme la survie, la différentiation, la 

croissance, la réponse immunitaire ou encore l’apoptose. Leur activation se fait par 

phosphorylation, ce qui induit leur dimérisation et leur translocation dans le noyau cellulaire, 

où elles vont se fixer sur l’ADN et jouer le rôle de facteur de transcription. 
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 5.1.1) STAT1 

L’Interféron-gamma (IFN-γ) est une cytokine très importante et indispensable à la cellule-

hôte afin de contrôler la réplication de T. gondii in vitro et in vivo (Suzuki et al., 1988). Elle 

possède des propriétés antivirales, immunomodulatrices et antiprolifératives. L’IFN-γ est une 

cytokine pléiotrope, secrétée par les lymphocytes T et les cellules NK (Natural Killer) et 

régulant plus de 200 gènes connus (Boehm et al., 1997). Parmi ces gènes régulés par l’INF- γ, 

il y a le gène qui code pour la protéine STAT1. En effet, l’IFN-γ se fixe sur son récepteur 

exprimé à la surface de la cellule, induisant ainsi la dimérisation et l’activation des protéines 

JAK (Janus Activated Kinase) 1 et 2. Les protéines JAK activées recrutent et phosphorylent 

STAT1 au niveau de la tyrosine 701, conduisant à la formation d’homodimères qui sont 

transloqués dans le noyau pour initier la transcription des gènes qu’ils régulent et qui sont 

impliqués dans la résistance à l’infection par T. gondii. Une activité optimale de STAT1 

nécessite une phosphorylation supplémentaire sur la sérine 727 et qui est dépendante de la 

PI3-K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) et de la protéine kinase B/Akt (Figure 20) (Platanias, 

2005; Varinou et al., 2003). 

 

Figure 20. La voie de signalisation STAT1 et sa modulation par T. gondii (LENG et al., 2009) 

Plusieurs études suggèrent que T. gondii interfère avec la voie de signalisation de STAT1, 

mais le mécanisme de cette interaction reste peu développé.  

Une diminution de la phosphorylation et une augmentation de la dégradation de STAT1 ont 

été observées dans les cellules infectées par une souche de type I (Zimmermann et al., 2006). 

Contrairement à ces résultats, une autre équipe a montré qu’aucune dégradation de STAT1 

n’a été observée après l’infection par une souche de type I ou II malgré l’absence de 

régulation de ces gènes-cibles (Kim et al., 2007).  
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D’autres études suggèrent que T. gondii bloque la translocation nucléaire de STAT1 dans les 

macrophages, qui ne peuvent donc plus produire du TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) et 

de l’IL-12 (l’interleukine 12) (Denkers, 2003). De plus, il a été observé que les protéines 

STAT1 retrouvées dans le noyau de la cellule infectée ne sont pas toutes phosphorylées sur la 

tyrosine 701, ce qui suggère que l’infection par T. gondii induit une déphosphorylation de 

STAT1 après sa translocation dans le noyau. Ainsi, le parasite pourrait réguler négativement 

l’activité de STAT1, puisque la phosphorylation de la tyrosine 701 est nécessaire pour la 

fixation sur l’ADN. Une protéine parasitaire présente dans le noyau pourrait donc interférer 

avec l’activité de STAT1. 

 5.1.2) STAT3/6 

L’infection par T. gondii induit une activation spécifique des voies de signalisation de 

STAT3/6. L’activation de ces facteurs de transcription semble être souche-dépendante. En 

effet, l’infection par une souche de type I ou III induit une phosphorylation et une activation 

des facteurs de transcription STAT3 et STAT6,  alors que l’infection par une souche de type 

II ne semble pas induire une telle cascade (Figure 20). Une approche génétique dans laquelle 

des croisements entre les différentes souches de T. gondii a permis de mettre en évidence un 

locus situé sur le chromosome VIIb du parasite et le gène codant pour ROP16 a été le 

candidat le plus probable. En effet, la protéine polymorphique ROP16 a été identifiée comme 

responsable de l’activation de la voie de signalisation STAT3/6 (Saeij et al., 2006, 2007). 

ROP16 phosphoryle le résidus tyrosine 705 de STAT3 et le résidus tyrosine 641 de STAT6, 

modulant ainsi l’expression des gènes de l’hôte (Denkers et al., 2012). La phosphorylation de 

STAT3/6 active la voie de signalisation d’IL-4, limite la réponse Th1, déterminant ainsi 

moins d’inflammation mais une meilleurs survie parasitaire (Ong et al., 2010; Saeij et al., 

2007; Yamamoto et al., 2009). Il a été décrit que la protéine ROP16 est retrouvée dans le 

noyau de la cellule-hôte une dizaine de minutes après l’invasion et malgré cette translocation 

nucléaire rapide, la phosphorylation de STAT 3 et STAT6 par ROP16 a lieu dans le 

cytoplasme de la cellule-hôte. Ceci a été démontré à l’aide d’une souche exprimant une 

ROP16 avec un signal de localisation nucléaire muté, pour laquelle les taux d’activation de 

STAT6 étaient similaires à ceux d’une souche sauvage (Hakansson, 2001; Saeij et al., 2007). 

La comparaison entre ROP16 de type I/III et ROP16 de type II, a abouti à l’identification d’un 

acide aminé situé en position 503  qui est responsable de la modulation souche-dépendante de 

la voie de signalisation STAT3. En effet, l’acide aminé 503 du domaine kinase de ROP16 est 

une sérine pour la souche de type II et est une leucine pour les souches de type I et III.  Cette 

substitution d’acide aminée est à l’origine de la différence de modulation de la voie STAT3/6 

par la protéine ROP16 (Figure 21) (Yamamoto et al., 2009). 
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Figure 21. Schéma représentatif de l’activation de la voie de signalisation STAT3/6                                   

(Buzoni-Gatel et al., 2008) 

  5.2) NF-B 

Le Nuclear Factor-B (NF-B) est un facteur de transcription ayant un rôle clé dans 

l’immunité innée et adaptative. La voie de signalisation activant le facteur NF-B est 

indispensable à la prolifération et à la survie cellulaire. C’est pourquoi plusieurs agents 

infectieux ont développés des stratégies pour moduler cette voie de signalisation et 

promouvoir leur survie (Tato and Hunter, 2002). Certains l’activent, induisant ainsi 

l’inhibition de l’apoptose, un mécanisme important pour la survie des pathogènes 

intracellulaires. D’autres l’inhibe afin d’obtenir une meilleure survie en l’absence de 

l’activation des cellules immunitaires. Cette voie semble donc être un candidat à la 

manipulation parasitaire (Sun and Andersson, 2002; Tato and Hunter, 2002). 

La famille du facteur de transcription NF-B est composée de cinq membres : NF-κB1 (p50), 

NF-κB2 (p52), Rel A (p65), Rel B, and c-Rel (Ghosh et al., 1998). Ces protéines s’associent 

pour former des homodimères et des hétérodimères dans le cytoplasme et qui sont séquestrés 

par les inhibiteurs kappa B (IB). De nombreux signaux sont capables d’activer le facteur de 

transcription NF-κB (cytokines pro-inflammatoires, agents infectieux, stress oxydatif, etc.) 

(Siebenlist et al., 1994). Ces signaux entraînent l’activation  de la voie NF-κB via la 

dégradation de l’IB par la protéine IB kinase (IKK). En effet, IKK phosphoryle les sérines 

du domaine régulateur de l’IB, ce qui induit son  ubiquitination et sa dégradation par le 

protéasome. Ainsi, le complexe NF-B est libéré de son inhibiteur cytoplasmique puis 

transloqué dans le noyau où il va jouer le rôle de facteur de transcription en se fixant sur les 

séquences promotrices des gènes cibles pour induire leur transcription (Tato and Hunter, 

2002). NF-B contrôle un grand nombre de gènes dont les fonctions sont variées. Il régule la 

transcription des gènes impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération, l’inflammation et 

le remodelage tissulaire (Perkins, 2007). NF-B contrôle l’expression des gènes qui codent 

pour des cytokines pro-inflammatoires tels que l’IL-12 et le TNF-α (Baeuerle and Henkel, 

1994). Il induit également l’expression de certains inhibiteurs de l’apoptose, notamment, des 
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membres de la famille Bcl2 et TRAF1/2 (TNF-receptor-associated-factor 1 and 2) (Karin and 

Lin, 2002). 

La modulation de la voie  NF-B par T. gondii fait débat. Plusieurs études ont affirmé à la 

fois l’activation et l’inhibition de NF-B par ce parasite (Rosowski et al., 2011). Certaines 

études ont montré que les souches de type I de Toxoplasma inhibent la voie NF-κB ainsi que 

le recrutement et l'activation de cellules immunitaires, ce qui améliore la survie des parasites 

(Shapira et al., 2005). L’équipe de Rosowski et al. (2011) a montré que, contrairement aux 

souches de type I ou III, les souches de type II sont capables d’activer la voie NF-B via la 

protéine de granule dense GRA15 excrétée dans la cellule-hôte lors de la phase d’invasion. En 

effet, GRA15 initie l’activation et la translocation nucléaire des hétérodimères p50 et p65 de 

NF-B et stimule ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, dont l’IL-12 et l’IL-1ß 

(Figure 22). En revanche, le mécanisme de cette régulation reste à éclaircir. De plus, c-Rel est 

activé après infection par T. gondii mais indépendamment de GRA15, ce qui suggère que 

d’autres effecteurs parasitaires pourraient être responsables de la modulation de certains 

membres spécifiques de la famille NF-B (Cannella et al., 2014). Récemment, la protéine de 

rhoptrie ROP18 impliquée dans la virulence des souches, a été identifiée comme responsable 

de la phosphorylation de la sérine 468 de la sous-unité p65 de NF-κB, induisant ainsi la 

suppression de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (Du et al., 2014). 

 

Figure 22. Modulation de la réponse inflammatoire de l’hôte par T. gondii (Melo et al., 2011) 

 

  5.3) HIF1 

Il a été montré que l’infection parasitaire augmente le taux d’enzymes glycolytiques, des 

transporteurs de glucose ainsi que des récepteurs de la transferrine te du VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) (Blader et al., 2001). L’expression de ces protéines est 

dépendante du facteur de transcription HIF1 (Hypoxia Inductible Factor1). 
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HIF1 est un hétérodimère constitué de deux sous-unités : la sous-unité α, sensible à la 

concentration d’oxygène et dont l’expression est augmentée en condition d’hypoxie, puis la 

sous-unité β, présente de manière constitutive dans les cellules (Huang et al., 1996; Masoud et 

al., 2015). En dehors d’une situation d’hypoxie, HIF1α est rapidement dégradée via la voie du 

protéasome, alors qu’en situation d’hypoxie, HIF1α forme un hétérodimère avec HIF1β. 

L’hétérodimère HIF1 formé est transloqué dans le noyau où il joue le rôle de facteur de 

transcription cellulaire et active la transcription des gènes cibles (Bárdos and Ashcroft, 2005)  

L’infection par T. gondii induit une augmentation de l’expression du gène HIF1, en raison des 

conditions d’hypoxie locales dues à la consommation en oxygène du parasite lui-même. En 

effet, le facteur de transcription HIF1 module l’expression des gènes impliqués dans la 

prolifération, la survie cellulaire, le métabolisme du glucose et le métabolisme du fer, 

favorisant ainsi la croissance parasitaire. De plus, il a été démontré que la croissance et la 

survie du parasite étaient fortement réduites dans les cellules HIF1α  knock-out, cultivées sous 

3% d'oxygène. HIF1 est donc nécessaire à la division cellulaire et au maintien des organelles 

en conditions d’hypoxie (Spear et al., 2006). Néanmoins, le facteur parasitaire responsable de 

la régulation de HIF1 reste inconnu. 

  5.4) EGR2 

EGR2 (Early Growth Response 2) est également un facteur de transcription impliqué dans la 

croissance cellulaire, la survie et la prolifération. Il est rapidement activé dans les cellules 

infectées par Toxoplasma (Blader et al., 2001). Cette activation n’est pas souche dépendante, 

puisque EGR2 est activé par les trois souches de T. gondii, suggérant ainsi que le facteur 

parasitaire impliqué n’est pas polymorphique. De plus, il a été montré, en utilisant la 

cytochalasine D (drogue inhibant la pénétration du parasite dans la cellule-hôte et non pas la 

sécrétion des protéines parasitaires) que l’activation d’EGR2 est corrélée avec la sécrétion des 

rhoptries (Phelps et al., 2008).  

Le rôle que joue le facteur de transcription EGR2 pendant l’infection reste à éclaircir. En 

revanche, les gènes régulés par EGR2 sont impliqués dans la survie cellulaire via l’activation 

des facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl2, mais aussi, des facteurs pro-apoptotiques 

comme p53. De ce fait, EGR2 pourrait à la fois promouvoir la prolifération parasitaire mais 

également protéger les cellules-hôtes de l’infection (Phelps et al., 2008). 

  5.5) c-Myc 

c-Myc est un facteur de transcription oncogénique, impliqué dans la régulation de plusieurs 

processus cellulaires comme l’apoptose, le cycle cellulaire, la différentiation cellulaire et le 

métabolisme (Dang et al., 1999). Il a été montré que l’infection par T. gondii induit une 

activation du facteur de transcription c-Myc induisant ainsi l’augmentation de la transcription 

des gènes cibles (Franco et al., 2014). Cette activation ne semble pas être souche dépendante, 

puisque l’infection par les trois souches de T. gondii, type I, II, et III induit l’augmentation de 

l’activité de c-Myc, ce qui exclut l’implication d’un facteur parasitaire polymorphique dans 

l’activation de ce facteur de transcription (notamment ROP5, ROP16, GRA15) (Franco et al., 

2014). 

c-Myc est régulé positivement au cours de l’infection par un autre parasite de la famille des 

Apicomplexes, Theleria. Dans ce contexte, il a été rapporté que c-Myc a un effet anti-

apoptotique favorisant la survie et la prolifération du parasite (Dessauge et al., 2005). 
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Il n’a pas encore été montré si l’induction de c-Myc dans les cellules infectées par 

Toxoplasma et par Theleria se produit par des mécanismes apparentés. Cependant, de la 

même manière que l’infection à Theleria, Toxoplasma induit les gènes anti-apoptotiques de 

l’hôte via l’activation de c-Myc pour prolonger la survie de la cellule, sécurisant ainsi sa niche 

réplicative intracellulaire. 

  5.6) UHRF1 

UHRF1 (Ubiquitin-like containing PHD and Ring Fingers domain 1) est une protéine 

nucléaire impliquée dans la prolifération cellulaire et dans les modifications épigénétiques. 

Elle est également impliquée dans la régulation de la transcription du gène de la 

topoisomérase IIα. Elle a aussi était appelée ICBP90 (Inverted CCAAT box Binding Protein 

of 90 kDa) (Hopfner et al., 2000). Cette protéine est constituée de 793 acides aminés et de 

plusieurs domaines d’intérêts (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Représentation schématique de la protéine UHRF1 (Alhosin et al., 2016) 

Sur la représentation schématique d’UHRF1 ci-dessus, on observe de l’extrémité NH2 vers 

l’extrémité COOH, un domaine UBL (Ubiquitin-like) impliqué dans la dégradation des 

protéines par la voie du protéasome, un domaine TDD (Tandem Tudor Domain) impliqué 

dans la liaison sur des résidus lysine di ou triméthylés de l’histone 3, un domaine PHD (Plant 

Homeo Domain) impliqué également dans la liaison aux histones et qui recrute deux histones 

méthyltransférases, DNMT1 (DNA methyltransferase 1) et G9a (Euchromatic histone-lysine 

N-methyltransferase 2), un domaine SRA (Set and Ring Associated domain) impliqué dans la 

reconnaissance des séquences d’ADN méthylées et dans le recrutement des HDAC et 

DNMT1, et enfin un domaine RING (Really Interesting New Gene) doté  d’une activité 

ubiquitine ligase de type E3 et impliqué dans le recrutement de la protéase HAUSP (Herpes 

virus Associated Ubiquitin Specific Protease). UHRF1 possède également plusieurs sites de 

phosphorylation qui jouent un rôle très important dans la régulation de son activité. 

UHRF1 est un facteur de transcription endogène, exclusivement nucléaire. Il voit son 

expression varier au cours du cycle cellulaire avec un pic en fin de phase G1 et un pic en fin 

de phase G2 (Figure 24). En revanche, on constate une dérégulation de ce cycle dans les 

cellules cancéreuses, où UHRF1 est surexprimé de manière constante (Mousli et al., 2003). 

/ 
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Figure 24.  Expression d’UHRF1 au cours du cycle cellulaire 

Des travaux réalisés précédemment au sein de l’Institut de Parasitologie et de Pathologie 

Tropicale de Strasbourg (IPPTS) ont montré que lors de l’infection par T. gondii, l’expression 

d’UHRF1 est fortement augmentée et cette augmentation est indispensable à la prolifération 

parasitaire (Brunet et al., 2008). En effet, le parasite induit une activation du promoteur 

UHRF1 ainsi qu’une phosphorylation de la protéine par une kinase parasitaire (Cheeseman 

and Weitzman, 2015). 

6) Les altérations épigénétiques 

 

6.1) Généralités 

L’épigénétique correspond aux modifications réversibles et transmissibles de l’expression des 

gènes sans modification de la séquence nucléotidique de l’ADN (Bronner et al., 2013). La 

chromatine existe sous deux formes : l’hétérochromatine et l’heuchromatine. 

L’hétérochromatine est transcriptionnellement inactive alors que l’heuchromatine est 

transcriptionnellement active. Les deux grandes modifications épigénétiques sont : la 

méthylation de l’ADN médiée par les DNMTs (DNA Méthyltransférases) qui est considérée 

comme répressive de la transcription, et les modifications des histones avec notamment les 

phénomènes d’acétylation / désacétylation médiés par les HATs (Histones acétylases) et les 

HDACs (Histone désacétylases) ou les phénomènes de méthylation / déméthylation médiés 

par des histones méthylases comme G9a. Parmi les modifications des histones, l’acétylation 

de l’histone H3 sur les lysines 9 et 14 est associée à l’activation des gènes. 

     6.2) Modulation des histones 

Dans les cellules eucaryotes, le nucléosome constitue l’unité de base de l’organisation de la 

chromatine. Au niveau du nucléosome, l’ADN est enroulé autour d’un octamère protéique 

composé de deux copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4 (Figure 25). Les 

histones sont des petites molécules basiques, représentant environ 50% du poids total de la 

chromatine (Khorasanizadeh, 2004). Le nucléosome représente le premier niveau de 

compaction de l’ADN dans le noyau. En contrôlant l’accessibilité du double-brin d’ADN, il 

est directement impliqué dans la régulation de la transcription des gènes. Il participe aussi à la 

régulation épigénétique de l'expression des gènes, au travers de la modification de ses 

histones (Strahl and Allis, 2000). 

Les queues N-terminal des histones sont le siège de modifications post-traductionnelles dont 

les plus étudiées sont la phosphorylation des sérines et thréonines, la méthylation des lysines 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pig%C3%A9n%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Expression_des_g%C3%A8nes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Modification_post-traductionnelle
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et arginines, l’acétylation des lysines, l’ubiquitinylation des lysines et la sumoylation. 

L’ensemble de ces modifications étant catalysées par des enzymes spécifiques.  

La phosphorylation et l'acétylation des histones rendent la chromatine moins compacte et 

augmentent l'accessibilité au double brin d’ADN pour déclencher la machinerie de la 

transcription. L’acétylation s’effectue sur les résidus lysine par des enzymes appelée histone 

acétyl transférases (HAT). Elle est associée à une activation de la transcription et est 

facilement réversible grâce aux histones désacétylases (HDAC) (Kato et al., 2015). A 

l’échelle cellulaire, l’acétylation délimite topographiquement l’euchromatine et 

l’hétérochromatine au moyen d’un gradient d’acétylation / désacétylation (Suka et al., 2002). 

L’acétylation joue également un rôle dans la réparation de l’ADN, dans la progression du 

cycle cellulaire mais aussi dans l’apoptose (Carrozza et al., 2003). 

La méthylation peut s’effectuer soit sur des arginines, soit sur des lysines. Cette modification 

post-traductionnelle est associée à une activation de la transcription si les résidus méthylés 

sont des arginines et à une répression de la transcription si les résidus méthylés sont des 

lysines. La lysine 9 de l’histone H3 est connue pour être associée à une répression de la 

chromatine lorsqu’elle est méthylée. Plusieurs enzymes sont responsable de cette méthylation 

des histones, parmi lesquelles, G9a, Suv39h1(Kouzarides, 2007). 

 

Figure 25. Les principales modifications des histones (Kato et al., 2015) 

Pour survivre et établir une infection persistante, T. gondii est capable de moduler 

l’expression des gènes de l’hôte à son avantage et d’échapper aux médiateurs pro-

inflammatoires. Pour cela, il cible la voie de remodelage de la chromatine, ce qui permet 

d’expliquer la capacité du parasite à réguler en même temps à la baisse un large panel 

d’effecteurs pro-inflammatoires, via l’inhibition de la phosphorylation de l’histone H3 (Figure 

26) (Leng et al., 2009). 

http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/2ModifPOSTtraduc/3Acetylation/1AceTylation.htm
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjU8N2j-u_cAhUxyYUKHcXBABAQjRx6BAgBEAU&url=https://www.nature.com/bonekeyreports/2015/150701/bonekey201584/fig_tab/bonekey201584_F2.html&psig=AOvVaw0S76KI3QNN0Z7rImPq3HC-&ust=1534453340652180
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Figure 26. T. gondii et remodelage de la chromatine via l’inhibition de la phosphorylation de l’histone H3 (Leng 

et al., 2009) 

On ne connait pas encore avec certitude l’influence de T. gondii sur la modification des 

histones, mais on sait qu’un certains nombres de protéines parasitaires ont pour cible le noyau 

de la cellule-hôte (ROP16, PP2C), où elles peuvent participer directement ou indirectement 

aux modifications des histones observées. 

Différentes approches ont permis d’appuyer l’idée d’une expression différentielle des gènes 

en fonction du stade étudié. Une forte corrélation a été établie entre l’état d’acétylation des 

histones et l’expression des gènes spécifiques à chaque stade. Le passage d’une forme 

tachyzoïte à une forme bradyzoïte et vis-versa reposerait alors sur un équilibre stricte entre 

activation et répression de gènes (Behnke et al., 2008).  

Chez T. gondii, on a identifié cinq HDAC, mais peu de données sont disponibles quant à leur 

localisation et leur mécanisme d’action (Bougdour et al., 2010; Dixon et al., 2010). 

TgHDAC3, une enzyme de T. gondii strictement nucléaire, a été déterminé comme 

responsable d’une  répression très rapide des gènes spécifiques à chaque stade de 

différenciation (Saksouk et al., 2005). Ces données sur TgHDAC3 soulignent l’importance 

des HDAC de T. gondii et en font une cible thérapeutique potentiellement intéressante. 

Les inhibiteurs des HDAC (iHDAC) ont été essentiellement développées en cancérologie, 

mais le caractère cosmopolite des HDAC a motivé leur utilisation sur différents 

microorganismes pathogènes comme  Candida albicans et le VIH (Rotili et al., 2009). La 

première utilisation d’un iHDAC sur T. gondii a été décrite en 1996 avec l’apicidine, un 

tétrapeptide cyclique naturel isolé d’un champignon filamenteux Fusarium pallidoroseum. 

Chez les Apicomplexes, les données obtenues avec l’apicidine, bien qu’incomplètes, sont 

longtemps restées les plus  probantes (Darkin-Rattray et al., 1996). Il existerait aussi une 

activité anti-parasitaire de ces iHDAC mais avec des concentrations beaucoup plus élevées 

(Strobl et al., 2007). 

Dans l’état actuel des connaissances, on retiendra globalement que les iHDAC exercent dans 

la cellule une régulation positive des gènes pro-apoptotiques et une régulation négative des 

gènes anti-apoptotiques, favorisant ainsi l’élimination des cellules infectées (Bolden et al., 

2006). 
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  6.3) UHRF1 – régulateur épigénétique 

En plus de l’implication d’UHRF1 dans les phénomènes physiologiques de régulation du 

cycle cellulaire et dans la cancérogénèse, il a été placé au centre de plusieurs mécanismes 

épigénétiques impliqués dans le « gene silencing » (Bronner et al., 2013). En effet, UHRF1 

possède plusieurs sites de phosphorylation impliqués dans la fixation sur l’ADN et par le biais 

de ses différents domaines, il est capable de recruter des enzymes de l’épigénétiques telles que 

DNMT1, G9a, HDAC, SuV39H1. 

De plus, une équipe belge a récemment identifié UHRF1 comme étant un facteur recruté au 

niveau du promoteur du VIH-1 et jouerait donc un rôle dans la répression de l’expression  du 

gène du VIH-1 via la méthylation de l’ADN, induisant ainsi la latence du virus (Van Lint et 

al., 2017 ; communication at the Eighth International Workshop on HIV Persistence during 

Therapy). 

UHRF1 pourrait donc constituer une nouvelle cible thérapeutique dans les stratégies 

d’éradication des réservoirs viraux pour le traitement du VIH. 

 6.4) CTIP2 – régulateur épigénétique 

CTIP2 est un autre facteur de transcription cellulaire, recruté au niveau du promoteur du VIH-

1 et connu pour être un régulateur négatif de ce dernier. Comme UHRF1, CTIP2 est connu  

pour être impliqué dans la régulation des phénomènes épigénétiques via le recrutement d’un 

complexe enzymatique composé des mêmes enzymes, HDAC, DNMT1, SuV39H1… 

Dans le cadre de l’infection par le VIH-1, CTIP2 est recruté au niveau du promoteur du gène. 

Il est connu pour être impliqué dans la formation d’hétérochromatine et le « gene silencing » 

en recrutant des histones méthyltransférases (HMT) et des histones déacétylases (HDAC) 

(Marban et al., 2007). 

 6.5) T.gondii et les modifications épigénétiques de la cellule-hôte 

UHRF1 est un facteur de transcription cellulaire indispensable à la prolifération de T. gondii. 

La modulation de  l’expression de cette protéine nucléaire est souche-dépendante, ce qui 

suggère que sa régulation dépond d’un facteur parasitaire polymorphique, comme la protéine 

de rhoptrie ROP16. De plus, ROP16 est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire via la 

protéine p53, connue pour être un facteur régulant UHRF1 (Unoki et al., 2004). 

Dans les cellules infectées, l’activation d’UHRF1 par T. gondii induit une dérégulation du 

cycle cellulaire, ainsi qu’une modulation du génome de l’hôte. En effet, le parasite induit 

l’arrêt en phase G2/M, ce qui lui confère de multiples avantages dont l’optimisation de la 

multiplication parasitaire et l’inhibition de l’apoptose cellulaire. Cette dérégulation est liée à 

la répression de la cycline B1, gène cible d’UHRF1 (Brunet et al., 2008). 

Plusieurs microorganismes utilisent les modifications de la chromatine et des histones pour 

induire une modulation fine du système immunitaire de la cellule-hôte. Parmi ces 

microorganismes, on trouve des bactéries (Anaplasma phagocytophylum, Mycobacterium 

tuberculosis, Listeria monocytogenes)  et des virus (virus de la grippe). En revanche, dans le 

groupe parasites, seuls Toxoplasma et Theileria sont connus pour induire des altérations 

épigénétiques au niveau de la cellule-hôte (Cheeseman and Weitzman, 2015; Gómez-Díaz et 

al., 2012).  
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T. gondii est ainsi capable de moduler l’expression des gènes via, entre-autre, deux 

modifications épigénétiques importantes : la méthylation de l’ADN et la modification des 

histones. D’autres gènes ont également été décrits pour être régulés par le parasite de cette 

façon comme TNF-α et IFN-γ (Leng et al., 2009). La cycline B1 n’est donc probablement pas 

le seul gène cible d’UHRF1 dans les cellules infectées par le toxoplasme. Un Bioplex réalisé 

sur 27 cytokines modulées lors de l’infection parasitaire a mis en évidence 3 cytokines 

modulées par UHRF1 : IL-17A, GM-CSF (Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating 

Factor) et PDGF (Platelet-derived growth factor). 

 

7) Manipulation du système immunitaire 

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire, capable de se répliquer au sein de la 

cellule-hôte tout en échappant au système immunitaire, ce qui exige une modulation fine en sa 

faveur de la machinerie cellulaire des cellules qu’il infecte. Ainsi, Toxoplasma établit avec le 

système immunitaire de l’hôte un dialogue subtil. La réponse immunitaire de l’hôte se 

compose de deux phases : la réponse immunitaire innée suivie de la réponse immunitaire 

adaptative. 

  7.1) Réponse immunitaire innée 

Une caractéristique de l’infection par T. gondii est qu’elle induit une régulation fine de la 

réponse immunitaire (en activant certains gènes et en inhibant d’autres), afin d’assurer la 

survie de la cellule-hôte et la prolifération parasitaire. 

Comme pour toutes les infections, la réponse immunitaire à une primo-infection à T. gondii 

met en jeu des mécanismes de défense innée. Elle est dite non spécifique puisqu’elle fait 

appel aux cellules et aux mécanismes de défense de l’organisme de façon immédiate. 

L’élément clé de cette réponse non spécifique est la production de la cytokine pro-

inflammatoire IL-12, connue pour son rôle primordial  dans  l’induction  de  la  réponse  

cellulaire  Th1, efficace  contre  T. gondii.  Cette  cytokine  est  produite  par  différentes  

cellules  innées incluant les cellules dendritiques (CD), les neutrophiles, les monocytes et les 

macrophages, qui ont chacune un rôle important dans la résistance de l’hôte (Sturge and 

Yarovinsky, 2014). 

Dès sa pénétration par voie digestive dans la cellule-hôte, le parasite déclenche une réponse 

du système immunitaire inné via la production de cytokines et de chimiokines par les 

entérocytes, qui attirent les cellules dendritiques et les monocytes sur le lieu de l’infection 

(Diana et al., 2005). Cette activation de la réponse immune, déclenche la sécrétion de 

monoxyde d’azote (NO), d’interféron-gamma (IFN-γ), de tumor necrosis factor-alpha (TNF-

α) et d’interleukine-12 (IL-12), conduisant à l’inhibition de la réplication du parasite et à son 

élimination partielle (Melo et al., 2011).  

En effet, les protéines parasitaires profiline et glycosylphosphatidylinositol (GPI) sont 

capables de se fixer sur les Tolls-like receptors (TLR), TLR11 sur les CD et TLR2, TLR4 sur 

les monocytes-macrophages respectivement. L’activation de ces récepteurs déclenche la 

synthèse et la sécrétion d’IL-12, via les cascades de signalisation intracellulaires, impliquant  

les facteurs MyD88, TRAF6, MAP kinase et la voie NF-B (Butcher et al., 2001; Mason et 

al., 2004).  
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En plus de la production d’IL-12, les monocytes-macrophages stimulés secrètent également le 

TNF-α, un cofacteur antimicrobien. Cette réponse immunitaire aboutit à la production in fine  

d’IFN-γ par les cellules NK (Natural Killer) et les cellules T. L’IFN-γ produit est responsable 

de l’activation des cellules via les récepteurs à l’IFN-γ (IFN-γR), ce qui aboutit à l’activation 

de la voie de signalisation STAT1. En réponse à l’activation de STAT1, l'oxyde nitrique (NO) 

et les espèces réactives de l'oxygène (ROS) sont régulés positivement dans les monocytes-

macrophages, deux facteurs qui contribuent au contrôle des parasites intracellulaires. Les 

cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques régulent également positivement deux 

familles de protéines de défense appelées : IRGs (immunity related GTPases) et GBPs 

(guanylate binding proteins). Ces agents antimicrobiens sont recrutés dans les vacuoles 

parasitophores et sont impliqués dans la clairance des parasites (Figure 27) (Hunter and 

Sibley, 2012). 
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Figure 27. Réponse immunitaire innée à l’infection par T. gondii (Hunter and Sibley, 2012) 

Les rôles clés de cette première réponse consistent à limiter la  réplication  parasitaire  avant 

la  mise  en  place  de  la  réponse immunitaire adaptative. 

  7.2) Réponse immunitaire adaptative 

La persistance du parasite à long terme dépend de l’immunité adaptative ou immunité 

cellulaire qui correspond à la réponse immune principale de l’hôte face au parasite. Elle fait 

intervenir principalement les cellules lymphocytaires T de type Th1, Th2, Th17 et Treg. 

Bien que la réponse immunitaire innée à T. gondii ait été examinée en détail, on comprend 

moins bien comment cette réponse entraîne la stimulation de l’immunité adaptative, 

notamment la capacité des cellules dendritiques à accéder aux antigènes parasitaires pour la 

stimulation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Blanchard and Shastri, 2010).  
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La réponse immunitaire à médiation cellulaire fait intervenir les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, dont la différentiation est induite par les diverses cytokines produites lors de la 

réponse immunitaire innée comme l’IFN-γ ou l’IL-12. Cette réponse innée induit une grande 

production d’IL-12 afin d’orienter la réponse immunitaire adaptative vers une réponse de type 

Th1. Cette dernière sécrète divers effecteurs pro-inflammatoires tels que l’IFN-γ, le NO, l’IL-

12 ou le TNF-α pour limiter la prolifération parasitaire et augmenter la résistance de l’hôte à 

l’infection toxoplasmique (Gigley et al., 2009). 

La réponse immunitaire adaptative met également en jeu une réponse humorale de type Th2, 

en faveur d’une production d’immunoglobulines M et G (IgM, IgG) par les lymphocytes B, 

aboutissant ainsi à l’opsonisation des parasites extracellulaires et à leur phagocytose par les 

macrophages. En effet, cette réponse immunitaire de type Th2 est induite par la sécrétion 

précoce d’IL-10 par les macrophages pendant la réponse innée (Hunter and Sibley, 2012). 

Cette voie contrecarre l’action pro-inflammatoire Th1 en sécrétant des cytokines anti-

inflammatoires telles que : l’IL-13, l’IL-4 et l’IL-5. L’IL-4 favorise la réponse immunitaire 

Th2, elle induit la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et inhibe la production 

des cellules Th1 (Swain et al., 1990). L’IL-5 stimule la sécrétion d’immunoglobulines par les 

lymphocytes B, ainsi que la sécrétion d’IL-4 par les polynucléaires éosinophiles. L’IL-13 est 

impliquée dans les phénomènes d’allergie et d’inflammation, elle induit la sécrétion d’IgE par 

les lymphocytes B activés. 

La voie Th17 est impliquée dans le développement de la réponse inflammatoire. La 

stimulation de cette voie induit la production d’IL-17, une cytokine pro-inflammatoire, via 

l’action d’IL-6, d’IL-23 et de TGF-ß. Cette cytokine a été retrouvée dans 70% des cas de 

toxoplasmose oculaire et serait impliquée dans le processus inflammatoire à l’origine de 

l’aggravation de l’infection (Lahmar et al., 2009; Sauer et al., 2012). L’IL-17 n’est pas 

nécessaire au développement de l’immunité acquise, cependant, elle permet le recrutement 

précoce des polynucléaires neutrophiles afin de contrôler la réplication parasitaire en début 

d’infection (Ivanov et al., 2006). 

Les lymphocytes Treg (T régulateurs) interviennent dans l’inhibition de la réponse 

immunitaire adaptative en agissant sur les trois populations Th1, Th2 et Th17. Ils sont activés 

par le facteur FOXP3 (Forkhead box P3) et secrètent les cytokines anti-inflammatoires IL-10, 

l’IL-27 et le TGF-ß, contribuant ainsi à la diminution des phénomènes immunopathologiques 

néfastes pour l’hôte (Awasthi et al., 2007; Stumhofer et al., 2007). 

L’importance du système immunitaire dans l’étendue des lésions a été incriminée à plusieurs 

reprises (Garweg et al., 2005; Holland, 2003; de-la-Torre et al., 2013). Certaines cytokines 

sont retrouvées de manière récurrente comparées à d’autres. Ainsi, l’IL-12 et l’IL-5, 

respectivement pro et anti-inflammatoire, sont surexprimées dans la majorité des cas. Une 

autre cytokine a été retrouvée dans 70% des cas de toxoplasmose oculaire et serait impliquée 

dans le processus inflammatoire à l’origine de l’aggravation de l’infection, il s’agit de l’IL-17 

A (Lahmar et al., 2009; Sauer et al., 2012). 
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C. IL-17 ET SON IMPLICATION DANS L’INFECTION 

TOXOPLASMIQUE 

 

Classiquement, les cellules T auxiliaires étaient divisées en 2 classes : Th1 et Th2. En 2005, 

une nouvelle classe de cellules T auxiliaires a été découverte : les cellules Th17  (Gaffen et 

al., 2011). De nombreuses études se sont intéressées à cette nouvelle sous-population de 

lymphocytes Th17, afin d’analyser leur rôle en physiologie et en pathologie (Chen and 

O’Shea, 2008). Plusieurs études suggèrent un rôle contre les pathogènes que les lymphocytes 

Th1 et Th2 ne peuvent pas éliminer.  

Il a été démontré que les cellules Th17 avaient un rôle dans la protection contre les agents 

microbiens extracellulaires et intracellulaires tels que Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 

rodentium et Candida albicans (Curtis and Way, 2009). Les lymphocytes Th17 jouent un rôle 

dans le maintien de la barrière homéostasique épithéliale contre les attaques extérieures et ont 

un rôle dans les syndromes inflammatoires chroniques et les maladies auto-immunes (Ouyang 

et al., 2008). En effet, les lymphocytes Th17 exercent un effet pro-inflammatoire, par 

l’intermédiaire des cytokines qu’il sécrète (IL-17, IL-21, IL-22) et intervient dans les 

maladies auto-immunes, les inflammations chroniques, la lutte contre les bactéries 

extracellulaires et les mycoses  (Bettelli et al., 2007). Mais à l’heure actuelle, les fonctions des 

lymphocytes Th17 ne sont pas totalement élucidées. Les facteurs TGF-β, IL-1, IL-6 stimulent 

la différenciation des lymphocytes T CD4 + naïfs en Th17 et induisant l'expression de l'IL-

17A (Figure 28) (Girolomoni et al., 2012). L'IL-17A est une cytokine pro-inflammatoire 

appartenant à la famille des IL-17. 

 

 
Figure 28. Différentiation des lymphocytes Th17 (Gaffen, 2011) 

 

1) La famille de l’IL-17 

L’IL-17 est la cytokine majeure de la sous-population de lymphocytes Th17. C’est une 

famille constituée de 6 membres, allant de l’IL-17A à l’IL-17F (Gaffen et al., 2006). Ces 

cytokines ont en commun des résidus cystéines particuliers. On a identifié une forte 

homologie en acides aminés entre l’IL-17A et l’IL-17F (50%) alors que l’IL-17E présente 

l’homologie la plus faible avec l’IL-17A (16%) (Iwakura et al., 2011). L’IL-17A, aussi 
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appelée IL17 ou CTLA8, est le premier membre de la famille à avoir été identifié à partir d’un 

hybridome de lymphocytes T de rongeur en 1993 par l’équipe de Rouvier. Cet hybridome 

était issu de la fusion de lymphocytes T cytotoxiques de souris et de lymphocytes d’un 

lymphome de rat (Rouvier et al., 1993). Le gène IL-17 humain est localisé sur le chromosome 

6p12. Le produit du gène est une protéine de 150 acides aminés et d’un poids moléculaire de 

15kDa (Awasthi and Kuchroo, 2009). 

Il existe cinq récepteurs à l’IL-17 identifiés, nommés IL-17RA à IL-17RE (Gaffen, 2011). 

L'IL-17A et l'IL-17F se lient au même récepteur, mais l'influence de l'IL-17A sur la régulation 

du gène est 10 à 30 fois plus forte. La fonction de l’IL-17B, IL-17C et IL-17D est mal définie. 

L'IL-17E limite le développement de Th17 et favorise les cytokines Th2 (Gaffen et al., 2006). 

Les ligands IL-17A, IL-17F, IL-17C et IL-17E présentent des complexes de récepteurs 

hétéromères, qui comprennent dans tous les cas la sous-unité A du récepteur IL-17. L’IL-17A 

et l’IL-17F peuvent exister sous forme d’homodimères ou d’hétérodimères, elles sont 

produites essentiellement par les cellules Th17 (Harrington et al., 2005). Un état dimère des 

autres ligands est illustré par analogie, mais n’a pas été démontré (Figure 29). Les interactions 

ligand-récepteur sont moins bien défini pour l’IL-17B, et l’IL-17D et le besoin d’une sous- 

unité du récepteur A de l’IL-17 est inconnu (Martin et al., 2013). 

     

Figure 29. Les ligands de la famille de l’IL-17 et leurs récepteurs (Martin et al., 2013) 
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Les récepteurs de l’IL-17 sont présents sur de nombreux types cellulaires notamment 

immunitaires. Leur stimulation induit l’expression de nombreuses cytokines et chimiokines 

permettant le recrutement et la maturation des polynucléaires neutrophiles. L’IL-17 agit 

également sur des cellules n’appartenant pas à l’immunité comme les fibroblastes et les 

cellules épithéliales et induit la production de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor) et de prostaglandine E2, augmentant ainsi la maturation des granulocytes 

et le phénomène inflammatoire (Chen and O’Shea, 2008). 

La cytokine la plus largement étudiée de cette famille, l'IL-17A, est une cytokine pro-

inflammatoire qui joue un rôle très important dans la défense de l'hôte contre les infections 

microbiennes, et est impliquée dans diverses affections inflammatoires, telles que les troubles 

métaboliques, les maladies auto-immunes et le cancer (Ishigame et al., 2009; Ouyang et al., 

2008).  

2) Expression de l’IL-17 

L'IL-17A joue un rôle dans de nombreux troubles à médiation immunitaire, tels que la 

polyarthrite rhumatoïde, la maladie de Crohn, la sclérose en plaques, l'encéphalomyélite auto-

immune et le psoriasis. Les ligands IL-17A, IL-17-F et IL-17C ont une expression 

particulièrement élevée dans la peau psoriasique (Chiricozzi and Krueger, 2013; Kirkham et 

al., 2014; Shabgah et al., 2014).  

L’IL-17A est produite essentiellement par les cellules T, à savoir, les lymphocytes T CD4+, 

les lymphocytes T CD8+, les cellules NK et les cellules gamma-delta T ( γδ T)  (Cua and 

Tato, 2010). Il a été montré que des cellules non T telles que les neutrophiles et les 

mastocytes, produisent également de l’IL-17A dans certaines conditions (Lin et al., 2011; 

Taylor et al., 2014). Les lymphocytes Th17, source principale d’IL-17A, se différencient à 

partir des cellules CD4+ naïves sous l’action de TGF-ß, d’IL-6 et d’IL-1ß, alors que leur 

survie et leur activation sont contrôlées principalement par l’IL-23 (Figure 28) (Yang et al., 

2008). 

Le récepteur de l’IL-17A est exprimé par plusieurs types de cellules cibles telles que : les 

lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules de la moelle osseuses, les myélomonocytes, 

les fibroblastes et les cellules épithéliales. La fixation de l’IL-17A sur son récepteur cellulaire 

déclenche des voies de signalisation intracellulaires qui font intervenir le NF-B et le MAPK 

p38 (Liu et al., 2004). Cette activation des cellules cibles déclenche la sécrétion des 

cytokines, et expriment des chémokines et des molécules d’adhésion. Cette activation induit 

le recrutement des progéniteurs des neutrophiles, leur migration, leur infiltration tissulaire et 

donc l’amplification de l’inflammation locale. 

Une production pathologique d’IL-17A conduit donc à une inflammation excessive et à des 

lésions tissulaires grave d’où l’importance de la régulation de cette cytokine pro-

inflammatoire. 

3) Régulation de l’IL-17 

La différenciation des cellules T auxiliaires CD4+ en cellules Th17 se fait sous l’action de 

TGF-ß, IL-6, IL-23 et elle est inhibée par les deux voies Th1, Th2 via leurs cytokines, IFN-γ 

et IL-4 respectivement (Murphy and Reiner, 2002). Cependant, l’inhibition des réponses Th1, 



 

55 
 

Th2 par les cellules Th17 n’a pas été démontrée à ce jour. La différenciation et l’activation 

des cellules Th17 induisent la sécrétion d’IL-17A/F, d’IL-6, d’IL-21 et d’IL-22. Cette 

sécrétion est régulée négativement par l’IL-27, un produit de cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA), ainsi que par l’IL-10. L’IL-10, décrite pour la première fois comme un 

produit des cellules Th2 inhibant la sécrétion d’INF-γ par les cellules Th1, a été ensuite 

identifiée comme un produit de nombreux types cellulaires, inhibant à la fois la réponse Th1 

et Th2 (Grünig et al., 1997). L’IL-10 exerce un feedback régulateur qui agit sur les cellules 

qui l’ont produite. De plus, l’absence d’IL10 ou de son récepteur se manifeste par une 

augmentation de l’IL-23, l’IL-1β et l’IL-6, désormais reconnues comme étant importantes 

pour le développement de la lignée Th17 (Stumhofer et al., 2007). Des produits 

supplémentaires de cellules T tels que IL-2 et IL-25 (IL-17E) peuvent avoir des effets directs 

et indirects sur l'engagement des cellules Th17 (Figure 30). 

 

Figure 30. Régulation de la lignée Th17 (Stumhofer et al., 2007) 

Les études menées sur la compréhension de la voie de signalisation Th17, ont souligné 

l’importance des protéines de la famille STAT dans la promotion du développement des 

cellules de cette lignée, ainsi que leur capacité à réguler négativement ces cellules.  

STAT3 est connue pour être activée par l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23 favorisant ainsi la 

différenciation des cellules Th17. STAT3 est impliquée dans l’activation de la protéine 

inhibitrice SOCS3, dont il a été démontré qu’elle inhibait la synthèse d’IL-17 induite par l’IL-

23 et l’IL-6 en atténuant la phosphorylation de STAT3, fournissant ainsi une boucle de rétro-

inhibition de la production d’IL-17 (Chen et al., 2006; Mathur et al., 2007). 

Il a été montré que l’inhibition de l’IL-17 par l’INF-γ et l’IL-27 se fait via l’activation de la 

voie STAT1 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005; Stumhofer et al., 2006). De même, la 

capacité de l’IL-2 à inhiber la synthèse de l’IL-17 est liée à l’activation de la voie STAT5 et à 

son recrutement ultérieur sur le promoteur de l’IL-17 (Figure 31). Il a été suggéré que le 

facteur de transcription STAT5 pouvait inhiber directement la transcription du gène de l’IL-

17, soit par compétition directe avec la protéine STAT3 (Chen et al., 2006), connue pour être 
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un trans-activateur de la transcription de l’IL17, soit en recrutant un complexe enzymatique 

répresseur de la transcription de l’IL-17. 

 

Figure 31. Inhibition de la production d’IL-17 induite par les STATs (Stumhofer et al., 2007) 

L’étude des mécanismes de régulation de l’IL-17A suscite un grand intérêt. De nombreux 

facteurs de transcription sont capables de se fixer sur le promoteur du gène de l’IL-17A. 

Certaines études ont montré que le facteur de transcription RORγt (RAR-related orphan 

receptor gamma) était impliqué à la fois dans la synthèse de l’IL-17A, mais aussi dans la 

différentiation des lymphocytes Th17. D’autres régulateurs, qu’ils soient positifs comme 

STAT3, IKKα ou négatifs comme STAT5, Foxp3, ont été caractérisés comme étant capables 

de se lier sur la séquence promotrice de gène IL-17A (Figure 32) (Gaffen, 2011). Cependant, 

dans des cellules autres que des cellules T, par exemple les cellules rétiniennes et les cellules 

trophoblastiques, l’expression et la régulation  de l’IL-17A restent méconnues et constituent 

donc un axe de recherche intéressant. 

 

Figure 32. Régulation du gène de l’IL-17A (Gaffen, 2011) 
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4) IL-17A et toxoplasmose oculaire 

Les mécanismes immunitaires mis en jeu lors d’une TO sont relativement mal connus. En 

effet, les mécanismes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire oculaire ainsi 

que dans la physiopathologie sont peu connus, à cause de l’accès très limité aux tissus 

oculaires humains. Récemment, une étude spécifique de la réponse immunitaire locale a été 

conduite sur des patients souffrant de toxoplasmose oculaire et des quantifications de 

médiateurs immunitaires dans l’humeur aqueuse de ces patients ont été réalisées (Sauer et al., 

2013).  

La régulation de l’infection oculaire par T. gondii fait appel à des molécules impliquées dans 

l’inflammation. Ainsi, afin de faciliter l’élimination du parasite, de nombreux médiateurs sont 

produits dont l’IFN-γ, le TNF-α, l’IL-6 ou le NO. Cependant, ces médiateurs sont également 

impliqués dans la formation de lésions oculaires du fait de la localisation intracellulaire du 

parasite. De ce fait, la prolifération parasitaire et la réaction inflammatoire destinée à éliminer 

le parasite pourraient être toutes deux destructrices pour l’œil (Gaddi and Yap, 2007; Jones et 

al., 2006b; Wallace and Stanford, 2008). 

Bien que les séquelles puissent être dramatiques, il existe une régulation dans l’œil qui limite 

l’extension des lésions, mais aboutit à la persistance du parasite sous forme de kystes (Jones 

et al., 2006a; Wallace and Stanford, 2008). En effet, l’œil bénéficie d’un statut immunitaire 

privilégié où l’inflammation est réduite et la destruction tissulaire liée à la cytolyse est limitée 

afin de préserver l’intégrité de l’organe infecté (Hori et al., 2010). 

Parallèlement à l’activation des cellules Th1 productrices d’IFN-γ, la réaction immunitaire à 

l’infection par T. gondii implique également une prolifération et une activation des cellules  

Th 17 productrices d’IL-17 sous l’influence de ROR-γt (Damsker et al., 2010; Lahmar et al., 

2009). Il a été montré que l’activation de la voie Th17 est particulièrement délétère pour l’œil 

et est responsable de la formation des lésions rétiniennes (Amadi-Obi et al., 2007; Jones et al., 

2006b). 

Dans le cas d’une TO, l’IL-17A retrouvée dans l’humeur aqueuse semble être surexprimée 

comparativement à d’autres pathologies oculaires (Lahmar et al., 2009). Cette forte présence 

d’IL-17A signe l’existence d’un processus auto-immun qui résulte d’atteintes tissulaires. Dans 

des modèles murins, il a été montré que lors d’une primo-infection, la réponse de type Th-17 

apparaît prédominante, puis rapidement contrebalancée par une réponse de type Th1/Th2/Treg 

qui devient prépondérante dans le cas d’une réactivation, aboutissant ainsi à un effet 

antiparasitaire plus performant (Sauer et al., 2013). 

La compréhension des réponses de l’axe Th17 / IL-17 ainsi que de son interaction et de sa 

régulation avec les autres axes immunitaire fournit des informations cruciales sur la défense 

immunitaire de l'hôte dans les maladies infectieuses. Cela faciliterait la mise au point de 

nouvelles stratégies immunomodulatrices efficaces pour le traitement et la prophylaxie des 

maladies infectieuses (bactériennes et parasitaires) et auto-immunes. 

5) IL-17A – cible thérapeutique 

Le lymphocyte Th17, producteur principal de l’IL-17A, initie l’inflammation et l’infiltration 

des tissus cible par les cellules de l’inflammation. De ce fait, il se voit attribuer une place 

cruciale dans les défenses de l’hôte contre les agents pathogènes (Klebsiella au niveau 
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pulmonaire, Citrobacter au niveau intestinal, Toxoplasma au niveau oculaire…) (Bäckdahl et 

al., 2009; Korn et al., 2007). 

Bien que le rôle de la cytokine IL-17A ne soit pas totalement élucidé, la compréhension de ses 

mécanismes d’activation et de transduction des signaux a permis la réflexion et la mise en 

place de nombreuses études afin de démontrer son intervention dans plusieurs pathologies : 

les infections, les allergies, les rejets d’allogreffe et les maladies auto-immunes (polyarthrite 

rhumatoïde, lupus érythémateux disséminé, psoriasis…). 

Plusieurs agents qui ciblent la voie IL-17 – Th17 sont actuellement à l’étude. Les études 

cliniques basées sur l'utilisation d'anticorps monoclonaux bloquants cette cytokine, soit 

directement (comme le ixekizumab) soit par l'intermédiaire de son récepteur (comme le 

brodalumab), ont été réalisées ou sont actuellement en cours (van den Berg and Miossec, 

2009). Le secukinumab est un autre anticorps monoclonal humain ciblant l'IL-17A. Des 

traitements expérimentaux ont montré  une certaine efficacité à court terme sur le psoriasis  et 

semblent être très prometteurs (Chiricozzi and Krueger, 2013). 

L’IL-17A semble donc avoir un avenir prometteur dans le traitement et peut-être même dans 

la prévention de certaines pathologies. 
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D. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION CTIP2 

 

1) Rôle en physiologie cellulaire 

La protéine CTIP2 (chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor-interacting 

protein 2), connue également sous l’appellation de BCL11b (B-cell lymphoma / leukemia 

11b), a été isolée à partir d’hémopathie maligne (Lymphome T), mais a été décrite par la suite 

dans d’autres lignées cellulaires. CTIP2 est un facteur de transcription appartenant à la famille 

des protéines en doigt de zinc (Avram et al., 2000). CTIP2 possède six domaines en doigt de 

zinc responsables de la fixation sur l’ADN ainsi que d’autres domaines impliqués dans les 

interactions protéines-protéines (Kominami, 2012). 

Il a été montré que CTIP2 était essentiel pour le développement des cellules lymphocytaires T 

qui sont indispensables à la mise en place de la réponse immunitaire adaptative (Li et al., 

2010). Cette protéine semble être un acteur majeur dans l’expression des gènes qui contrôlent 

la différentiation des cellules souches hématopoïétiques en lymphocytes T (Ikawa et al., 

2010). 

Certaines données expérimentales dans les cellules microgliales (macrophages résidents du 

système nerveux central) et les lymphocytes T (Jurkat) ont suggéré que CTIP2 possède des 

propriétés anti-apoptotiques (Cherrier et al., 2009). Par ailleurs, CTIP2 est impliquée dans le 

métabolisme des lipides via la régulation de la voie de biosynthèse des sphingolipides, 

indispensables pour le développement du cerveau, des dents et de la peau (Kominami, 2012; 

Wang et al., 2013). 

Bien que l’importance de CTIP2 dans la physiologie cellulaire soit soulignée par les données 

de la littérature, ce n’est qu’assez récemment que son mécanisme d’action a commencé à être 

bien compris. Ainsi il apparait que la protéine CTIP2 est impliquée dans la modulation de 

l’expression des gènes en induisant des remaniements de la structure de la chromatine (Arlotta 

et al., 2008; Topark-Ngarm et al., 2006). 

2) Rôle dans la régulation épigénétique 

Le facteur de transcription CTIP2 est connu pour être recruté sur le promoteur du gène régulé, 

soit directement via les domaines en doigts de zinc, soit indirectement via des interactions 

protéine-protéine (Avram et al., 2000, 2002). Une fois amarré sur le promoteur du gène cible, 

CTIP2 sert alors de plateforme d’ancrage pour d’autres facteurs de transcription. Ainsi, les 

facteurs répresseurs qui favorisent la formation de l’hétérochromatine et empêchent 

l’accessibilité au promoteur de l’ARN polymérase II sont différents en fonction du type 

cellulaire. Alors que CTIP2 favorise le recrutement du complexe co-répresseur NuRD 

(Nucleosome Remodeling and Deacetylation) dans les lymphocytes T CD4+ pour induire la 

formation de l’hétérochromatine, dans les cellules microgliales, la formation de cette dernière 

résulte d’une synergie d’action entre la protéine CTIP2 et la protéine déméthylase LSD1 

(lysine-specific demethylase 1), induisant des modifications post-traductionnelles des histones 

(Le Douce et al., 2012). Ainsi, CTIP2 est impliqué dans le recrutement d’un complexe multi-

enzymatique composé des protéines HDAC1, HDAC2, SuV39H1, qui constituent une cible 

potentielle dans le cadre d’une stratégie de régulation épigénétique de la cellule-hôte (Marban 

et al., 2007). 
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Dans le cas d’une infection par le VIH-1, il apparaît que CTIP2 intervient dans 

l’établissement et le maintien de la latence virale via le remodelage de la chromatine et en 

prévenant la réactivation des gènes cibles. Ainsi, le complexe enzymatique recruté par CTIP2 

au niveau de la chromatine, constitue une cible intéressante pour la réactivation du virus dans 

le cadre  d’une stratégie épigénétique de réduction des réservoirs viraux. 

3) Implication en pathologie humaine 

A travers une meilleure compréhension des mécanismes d’action de CTIP2, plusieurs études 

ont souligné son implication dans plusieurs pathologies humaines. 

Tout d’abord, CTIP2 a été associé à l’établissement et au maintien des réservoirs du VIH-1 

dans les lymphocytes T CD4+ et dans les cellules microgliales (Cherrier et al., 2010). Le 

maintien de cette latence virale a été associé à une augmentation de l’expression de CTIP2 

dans le cerveau (Desplats et al., 2013). 

Dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin du type maladie de crohn et 

rectocolite ulcéro-hémorragique, l’équipe de Vanvalkenburgh a montré une diminution de la 

protéine CTIP2 dans les lymphocytes T et plus particulièrement dans les lymphocytes Treg 

(Vanvalkenburgh et al., 2011). D’autres études menues sur CTIP2 ont montré son implication 

dans les phénomènes inflammatoires cutanés (Wang et al., 2012). 

CTIP2 a été également impliquée dans la genèse de certains phénomènes néoplasiques 

comme les hémopathies malignes (Huang et al., 2012). Cette protéine jouerait un rôle clé dans 

la régulation de l’expression du gène P21 dont la dérégulation a été corrélée à l’apparition de 

cancers (Qian et al., 2013). 

Enfin, l’expression de certains variants génétiques de CTIP2 a été associée à l’apparition 

d’une pathologie du cœur  et notamment l’hypertrophie cardiaque (Mitchell Gary F. et al., 

2012). En effet, les profils d’expression obtenus en dérégulant CTIP2 suggèrent que les voies 

de signalisation cellulaires qui sont connues pour être impliquées dans le processus de 

développement de l’hypertrophie cardiaque sont contrôlées par cette protéine et notamment la 

voie NF-ƙB. De ce fait, le contrôle de l’expression de CTIP2 semble être une cible 

intéressante pour la prévention de l’hypertrophie cardiaque (Le Douce et al., 2012).  

4) Implications thérapeutiques 

Il est maintenant bien établi que de nombreuses pathologies humaines découlent d’une 

dérégulation de CTIP2, qui constitue ainsi une cible thérapeutique potentielle pour corriger les 

effets délétères causés par cette protéine. 

La compréhension fine du mécanisme d’action de CTIP2 dans la latence virale a eu de 

profondes implications thérapeutiques dans le cadre de la stratégie de purge des réservoirs 

viraux. Ainsi l’utilisation des inhibiteurs des HDAC et de SuV39H1 a donné des résultats très 

prometteurs. 

Des traitements basés sur l’interférence d’ARN (SiRNA) dirigés contre CTIP2 ont été 

proposé dans le traitement des leucémies. En effet, il a été montré que l’absence d’expression 

de CTIP2 induit la mort des cellules cancéreuses par apoptose (Huang et al., 2011). Une 

alternative à l’inhibition directe de CTIP2 serait de viser les protéines recrutées par CTIP2. 
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Ainsi, l’utilisation de la chaetocine, un inhibiteur de SuV39H1, est très prometteuse dans le 

traitement de certaines hémopathies malignes (Chaib et al., 2012). 
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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 

T. 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 Toxoplasma 

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 
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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. 

 

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 transforms 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. 
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 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. Müller 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 

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-
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1+, CD11b+, F4/80+, CD68+), the second ones with a CD11blow/CD45low 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). 

 

Figure 1. The ultrastructure of the human retina 

 

 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 
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from ocular tissues via tightly sealed endothelial cells, surrounded by pericytes and 

Müller 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 this barrier also isolates the retina from the peripheral blood 

circulation, it is more permissive than the iBRB (17). 

 

 Figure 2. The internal blood-retinal barrier  
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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-β2 

(TGF-β2), 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 α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) is also found is these 

liquids and possess immunoregulatory functions by inducing the expression of TGF-

β2, but also by inhibiting the expression of interferon gamma (IFN-γ) and the 

expression of the toll-like receptor 4 (TLR4) in macrophages. Altogether, these 

mechanisms allow the α-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 
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nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κΒ), interferon 

regulatory factor-1 (IRF-1), mitogen-activated protein kinase (MAPK) and cAMP 

response element (CRE). By these activations, VIP down-regulates the expression of 

several inflammatory molecules such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin 

1 (IL-1), IL-6, IL-12 and IFN-γ, while up-regulating the expression of 

immunomodulatory molecules such as IL-10, IL-1R and TGF-β (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-β (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 
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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-β (41,44,46). 

 Thus, these multiple systems ensuring the particular immunosuppressive 

microenvironment in the eye posterior pole might provide a suitable niche for 

T. gondii persistence and development.. 

 

Pathophysiology of OT 

The journey of a parasite 

OT is one of the consequences of the systemic infection by T. 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 
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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 GRA5 (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). 

 Following dissemination, T. 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, T. 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 
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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-T. gondii titers are correlated with limited risk for developing 

recurrences. Together, these elements seem to show that the quality of the immune 

response against T. 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 
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The mechanisms of the immune response to the eye infection with T. 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 Müller cells are able to express a 

large panel of inflammatory molecules, such as IL-4, IL-6, CCL2, CXCL2 and CXCL-8 

(92). However, classical inflammatory cytokines, such as IL-12 or IFN-γ, 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-β and β2-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-γ and TNF-α 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-γ and TNF-α, 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 
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discovered that susceptible C57BL/6 mice, which exhibited important retinal 

inflammation and high parasite burden, strongly expressed inflammatory and Th1 

cytokines, such as IL-6 and IFN-γ, whereas the more resistant Swiss-Webster mice, 

primarily expressed Th2 cytokines, such as IL-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-γ 

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 high levels of Th1 and inflammatory cytokines such as IL-

2, IFN-γ, IL-6, IL-17 and MCP-1, as well as of the Th1 negative control cytokine IL-10 

(2,100,101). Congruently, Th2 cytokines, such as IL-13, were poorly expressed in these 

patients.  

 

The case of Th17 immunity 

Lately, the attention of researchers has been focused on the role of Th17 lymphocytes 

in the pathophysiology of OT. Th17 lymphocytes, whose differentiation is stimulated 

by TGF-β, IL-1 and IL-6, exert a pro-inflammatory effect, via the cytokines that it 
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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 Th17 lymphocytes are not 

fully understood (102,103). IL-17 is the major cytokine of the Th17 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 Th2-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 IL-17A expression mainly to Müller 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-
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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 protocol 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 T. 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-γ, TNF-α and IL-1 (111–116). Furthermore, since IL-17 

expression has been linked to decrease IFN-γ 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 - IFN-γ 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 
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systemic toxoplasmosis (103). There are still numerous gaps in our understanding of 

the intraocular immune network following T. gondii infection, such as the role of IL-6 

and the regulatory roles of Th2 cytokines. 

Enhanced virulence: Toxoplasma infection in South America 

It is important to note that the previous chapters detailed our knowledge on 

Toxoplasma 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-γ, but also IL-17A, in a much weaker fashion, 

whereas Th2 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 
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‘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 

T. 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 retina. Evidences show that T. gondii 

might cross the BRB either as a free tachyzoite, or inside a ‘Trojan horse’ cell. 

Furthermore, eBRB 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-γ which 

has a pivotal role in the defense of organisms against T. 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 (α and β) or III (λ1-4) 

IFNs pathways. Indeed, few data exist regarding the role of these IFNs during OT, 
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but it has been shown that IFN-β might potentiate the protective effect of IFN-γ in a 

murine model of systemic infection (122). Nagineni et al. also showed that IFNs-α 

and -β 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 (IRGM1), 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-β 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-γ 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). 

 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 
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explored the role IFN-λ3 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 T. 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 T. 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 
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be kept in mind that all such treatments would still be more symptomatic than anti-

parasitic. 

 

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, 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 people from 

chronic infections. 
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T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire qui persiste dans des organes 

immunologiquement privilégiés comme le cerveau ou l’œil, où l’inflammation est réduite et la 

destruction tissulaire liée à la cytolyse est limitée afin de préserver l’intégrité fonctionnelle de 

l’organe infecté (Black and Boothroyd, 2000). Depuis sa vacuole parasitophore, ce parasite 

est capable de moduler plusieurs facteurs de transcription et de manipuler plusieurs voies de 

signalisation de l’hôte à son avantage, ce qui lui permet d’échapper au système immunitaire et 

de persister à long terme.  

La capacité de T. gondii à établir une infection chronique est très fortement liée à son spectre 

d’action sur de nombreux aspects de la physiologie de la cellule hôte. Le contrôle de la 

réponse immunitaire est primordial pour le parasite. Chez l’homme des différences effectives 

de cette réponse ont pu être observées en fonction de la souche parasitaire infectante. En effet, 

il existe une dichotomie avec d’un côté l’Europe et l’Amérique du Nord et de l’autre côté 

l’Amérique du Sud. En Europe prédominent des souches de type II, qui engendrent lors de 

l’infection des réponses immunes Th1 et Th17, cette dernière étant très délétère pour l’œil. En 

revanche, en Amérique du Sud existe une grande hétérogénéité de souches très virulentes, 

avec un tropisme oculaire et neuronal et qui sont donc responsables de lésions oculaires 

sévères. Chez ces patients une réponse immunitaires de type Th2 est observée. 

Une étude comparative évaluant les concentrations cytokiniques dans l’humeur aqueuse de 

patients colombiens et français atteints de TO, a souligné la présence d’une différence souche-

dépendant de l’expression d’IL-17A. En effet, chez les patients français, une augmentation de 

la synthèse de l’IL-17A est observée alors que les patients colombiens présentent des taux 

d’IL-17A plus faibles dans l’humeur aqueuse avec des lésions rétiniennes plus sévères (de-la-

Torre et al., 2013).  

Lors de l’infection par T. gondii, l’IL-17A est associée aux évènements inflammatoires 

néfastes pour l’hôte, elle induit un afflux massif des cellules inflammatoires, notamment, les 

polynucléaires neutrophiles et les macrophages. In vivo, l’IL-17A joue un rôle dans les lésions 

induites par l’infection au niveau de la rétine et ce, de façon variable selon la virulence de la 

souche en cause. Cependant, les voies de régulation et de modulation de l’IL-17A par T. 

gondii restent peu connues. 

Au cours de mon travail de thèse, nous nous sommes intéressés aux mécanismes 

fondamentaux de l’interaction hôte-pathogène en se focalisant sur la modulation de 

l’expression de la cytokine inflammatoire IL-17A et sa régulation lors de l’infection 

toxoplasmique.  

Les objectifs de ce travail sont de trois ordres : 

1) Etude de l’influence du type cellulaire et de la souche parasitaire sur l’expression de 

l’IL-17A. 

2) Etude du rôle de la protéine parasitaire ROP16, facteur clé dans la virulence des 

souches et la modulation de nombreux facteurs de transcription de l’hôte, dans la 

régulation de l’IL-17A. 
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3) Etude de la nature des interactions entre le facteur de transcription cellulaire UHRF1 

et le promoteur de l’IL-17A et son rôle dans cette régulation. En effet, UHRF1 est 

connu pour être un régulateur épigénétique capable de recruter plusieurs enzymes 

responsables de modifications de la chromatine et de faire la liaison entre la 

méthylation d’ADN et les modifications des histones. UHRF1 coordonne 

l’inactivation épigénétique de certains gènes en recrutant un complexe 

multienzymatique. L’objectif de ce travail est donc d’explorer la nature du complexe 

enzymatique interagissant avec UHRF1 sur le promoteur du gène de l’IL-17A. 

4) Etude de l’implication d’un autre facteur de transcription cellulaire, CTIP2, dans la 

régulation du gène de l’IL-17A. 

Ces objectifs seront mis en œuvre in vitro dans le modèle cellulaire trophoblastique BeWo 

dans un premier temps. Ce modèle cellulaire à potentiel syncitial est très utilisé au sein de 

notre laboratoire, notamment dans l’étude du passage transplacentaire du parasite (Pfaff et al., 

2005). Dans un deuxième temps, nous utiliseront les cellules microgliales qui sont des 

macrophages résidents du système nerveux central, pour l’étude de la régulation de l’IL-17A 

par le facteur de transcription CTIP2. 

Ce travail a été réalisé avec une souche de type I (RH), mais également complété par 

l’utilisation d’autres souches de T. gondii présentant des virulences variées comme la souche 

de type II (Pru) et la souche atypique (LEF). 

Les investigations futures devront porter sur les mécanismes de récurrences liés à la 

persistance des parasites, vraisemblablement, des régulations épigénétiques. 

L’ensemble de cette étude a pour objectif final de développer de nouveaux outils 

thérapeutiques basés sur l’identification de cibles potentielles plus spécifiques.
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A) Culture cellulaire 

Les travaux de thèse ont été menés sur un modèle de cellules trophoblastiques de placenta 

humain (cellules Bewo) obtenues auprès de l’American Type Culture Collection (ATCC
®
 

CCL-98™). Il s’agit de cellules adhérentes cultivées dans un milieu riche Gibco FK-12 

(Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France), supplémenté de 10 % de sérum de veau 

fœtal inactivé (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), et de 500 µl d’une solution d’antibiotique 

contenant 10 UI/ml de pénicilline et 10 µg/ml de stréptomycine (Hyclone). Les cellules en 

culture croissent dans une atmosphère à 37 °C, 5 % de CO2 et une saturation d’humidité à  98 

%. Elles sont repiquées tous les 2 jours et le comptage des cellules est fait sur cellule de 

numération Fast-Read (Dutscher, Brumath, France) après coloration au bleu Trypan (Corning, 

Corning NY). 

B) Culture in vivo de Toxoplasma gondii 

Les tachyzoïtes de la souche RH (type I) sont obtenus par passages successifs de 10
6
 

tachyzoïtes injectés par voie intrapéritonéale à des souris Swiss-Webster. Les souris sont 

euthanasiées 4 jours plus tard par inhalation d’isoflurane. Le liquide d’ascite est récupéré par 

ponction et lavage de la cavité péritonéale avec du PBS stérile. Les tachyzoïtes sont comptés 

au microscope optique sur l’hématimètre de Neubauer (Fast-Read, Dutcher) en présence du 

bleu de trypan. 

C) Culture in vitro de Toxoplasma gondii 

La culture des tachyzoïtes des souches PRU (type II), LEF (atypique) (provenant du CRB 

Toxoplasma; Laboratoire de Parasitologie, CHU Reims, France) et les souches RH ROP16 

KO et PRU ROP16I (obtenues du laboratoire du Dr Mohamed-Ali Hakimi) est réalisée in 

vitro sur les cellules MRC5 (cellules pulmonaires de fœtus humain) dans des flasques de 75 

cm
2 

dans du milieu RPMI-1640 + 10 % de sérum de veau fœtal inactivé + 500 µl 

d’antibiotiques (10 UI/ml de pénicilline et 10 µg/ml de streptomycine). Les MRC5 

préalablement amplifiées sont infectées avec un ratio d’infection 1 : 1 et les cultures 

cellulaires sont maintenues à 37 °C, sous 5 % de CO2. 

D) Préparation et amplification des plasmides 

La préparation de plasmides est faite par transformation bactérienne dans une souche DH5α 

chimio-compétente par choc thermique. 1 µl de plasmide (1 ng/µl) est mis en présence de 50 

µl de bactéries (Subcloning Efficiency DH5α, Chemically Competent Cells, Invitrogen) et 

incubé 5 min sur la glace puis 5 min dans un bain-marie à 37°C et enfin 2 min sur la glace. 

250 µl de milieu de préculture chaud (37°C) est ajouté et incubé à 37°C pendant 60 min. Les 

bactéries sont ensuite étalées stérilement sur un milieu gélosé LB broth supplémenté par 

l’antibiotique dont le plasmide à amplifier porte la résistance (par exemple ampicilline à 100 

µg/ml) et incubées toute la nuit à l’étuve à 37°C. Un starter est réalisé par ensemencement 

d’une colonie sélectionnée dans un volume de 5 ml de milieu liquide LB broth + 5 µl 

d’ampicilline (100 mg/ml), durant la journée à 37°C sous agitation (225rpm). Ce starter va 

permettre de savoir si les bactéries de la colonie piquée ont acquis le plasmide. En fin de 

journée, quand le starter est trouble, 1 à 2 ml sont placés dans un Erlenmeyer avec 250 ml de 

milieu liquide LB broth et 250 µl d’ampicilline (100µg/ml) en agitation toute la nuit (225 

rpm) à 37°C. Pour finir, l’extraction et la purification de l’ADN plasmidique amplifié est 
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effectuée par un kit de midi-préparation (Qiagen, Valencia) selon les recommandations du 

fournisseur. 

E) Transfection 

Lorsque les cellules sont à environ 60 % de confluence, elles sont transfectées à l’aide de 

XtremeGENE®  (Roche), qui est un agent de transfection de formulation non liposomale. Le 

mélange de transfection pour un puit (d’une plaque 6 puits) est le suivant : 100 µl de milieu 

sans sérum, 18 µl de XtremeGENE® et 10 µg de plasmide d’intérêt. Le mélange est incubé 

30 min à température ambiante avant d’être ajouté au puit contenant la culture cellulaire. Les 

cellules sont récoltées 24 h ou 48 h (en cas d’infection avec T. gondii) post-transfection à 

l’aide de 500 µl de tampon de lyse Bright-Glo luciferase assay buffer (Promega).  

Pour les cellules cultivées en boite de Pétri, le mélange de transfection est le suivant : 600 µl 

de milieu sans sérum, 18 µl de XtremeGENE®  et 10 µg de plasmide d’intérêt. Les cellules 

sont récupérées après 24h post-transfection à l’aide de trypsine (Gibco by Life Technologies) 

et les extraits sont analysés par Western blot.  

F) Mesure de l’activité du promoteur de l’IL-17A par le système luciférase 

La technique de luciférase permet d’analyser l’expression du promoteur d’un gène, en le 

couplant au gène codant pour la luciférase. Le gène de la luciférase est utilisé en biologie 

moléculaire en tant que gène rapporteur. Placé sous le contrôle du promoteur du gène de l’IL-

17 A (IL-17A- luc), ce gène rapporteur codant pour la luciférase est transcrit et traduit en 

fonction de l’activité promotrice. La quantification de l’activité enzymatique luciférase 

permet donc d’évaluer l’activité du promoteur. En milieu contenant de la luciférine et de 

l’ATP, la luciférase synthétisée est responsable d’une émission lumineuse quantifiable par 

luminométrie à l’obscurité. Les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de protéines, 

dosées par la méthode de Bradford.  

G) Immunoprécipitatipn (IP) 

Cette technique permet d’isoler et de concentrer la protéine d’intérêt (UHRF1) dans un 

échantillon contenant plusieurs protéines. L’immunoprécipitation d’UHRF1 est réalisée sur 

des extraits de cellules Bewo infectées par T. gondii avec une cinétique d’infection : 0, 1, 3, 6, 

12 et 24 heures. Les extraits protéiques de ces cellules sont incubés avec des billes de 

protéines G (Sigma-Aldrich) et du PBS+PIC (cocktail inhibiteur de protéases) pendant 2 h à 

4°C. Après centrifugation, le surnagent clarifié est incubé pendant 4 – 5 heures à 4 °C sous 

agitation avec l’anticorps cible (anti-UHRF1) ou l’isotype contrôle IgG. Les billes de protéine 

G sont ensuite ajoutées et les échantillons incubés toute la nuit à 4°C sous agitation. Le 

lendemain, 4 lavages des billes sont réalisés avec une solution de PBS+PIC. Les billes sont 

ensuite reprises dans 300 µl de tampon de charge 8X et conservées à -20°C. Les extraits 

seront ensuite analysés par Western Blot. 

H) Western Blot (WB) 

Le WB est une méthode de biologie moléculaire permettant la détection et l'identification de 

protéines spécifiques dans un échantillon biologique à l'aide d'anticorps dirigés contre ces 

protéines que l'on souhaite détecter. Le WB permet ainsi de visualiser des protéines 

particulières dans un mélange complexe en utilisant l’électrophorèse sur gel d’acrylamide 
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(gels à 10 ou 15 %). Les extraits protéiques sont analysés dans des conditions dénaturantes 

(0.1 % de SDS). Trente microgrammes de protéines totales sont mélangés à du tampon de 

dissociation et incubées 5 min à 100°C. Les extraits protéiques sont déposés dans les puits du 

gel en parallèle de 8 µl de marqueur de poids moléculaire (Precision Plus Standards, BioRad). 

Après migration, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF préalablement 

activée dans l’éthanol 100 %, pendant 1h à 250 mA. Après le transfert, la membrane est 

incubée dans une solution de blocage (PBS contenant 5 % de lait en poudre) pendant 30 min à 

température ambiante puis une deuxième incubation est faite avec les anticorps primaires 

spécifiques des protéines d’intérêts toute la nuit à 4 °C, sous agitation. 

La détection des protéines d’intérêts se fait à l’aide d’un anticorps secondaire (anti-IgG de 

souris couplé à une péroxydase) dirigé contre l’anticorps primaire, pendant 1h à température 

ambiante sous agitation. La révélation se fait à l’aide d’un substrat chimioluminescent de 

l’enzyme. Une solution composée d’un mélange volume à volume de péroxydase et luminol 

(kit Clarity Western ECL Substrat, BioRad) est déposé sur la membrane pendant une minute. 

La lecture se fait au ChemiDoc (BioRad) et les images sont acquises par le logiciel ImageLab 

(version 5.1, BioRad). 

I) Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

L'immunoprécipitation de la chromatine est une méthode qui permet de déterminer les sites de 

liaison de l'ADN sur le génome pour une protéine particulière et donne accès à une 

représentation des interactions protéine–ADN qui ont lieu dans le noyau de la cellule vivante. 

Le principe à la base de ce procédé est que les protéines qui se lient à l'ADN peuvent être 

réticulées avec l'ADN auquel elles sont liées. En employant un anticorps spécifique d'une 

protéine présumée liée à l'ADN, on peut faire une immunoprécipitation du complexe 

protéine–ADN du lysat cellulaire. La réticulation s'obtient souvent par l'action du 

formaldéhyde sur les cellules pendant 10 min, puis la réaction est stoppée par addition de 

glycine pendant 5 minutes. Les cellules sont lavées avec du PBS froid entre chaque étape, et 

la récolte se fait par raclage cellulaire dans du PBS supplémenté de PMSF et de PIC. Après 

centrifugation à 2 500 rpm pendant 10 min à 4°C, les culots cellulaires sont conservées à -

80°C. Ces culots cellulaires sont ensuite lysés pendant 30 min avec du Lysis Buffer à 4°C, 

puis transférés dans un homogénéiseur et lentement broyés à froid. Chaque broyat est ensuite 

récupéré et centrifugé à 5 000 rpm à 4°C pendant 10 minutes. Le culot contenant les noyaux 

cellulaires est ensuite remis en suspension dans du Digestion Buffer puis incubé 5 min à 

37°C. La digestion enzymatique est alors réalisée par un cocktail enzymatique, lors d’une 

incubation à 37°C pendant 1 heure. La réaction est stoppée par addition d’EDTA suivie par 

une incubation de 10 min à 4°C. Après centrifugation à 15 000 rpm pendant 10 min à 4°C, les 

surnageants contenant la chromatine fragmentée peuvent être conservées à -80°C. 

Un dosage des protéines contenues dans les surnageants est effectué par la méthode de 

Bradford avec une gamme étalon de BSA de 8 points allant de 0 à 1 mg/mL (à partir d’une 

solution stock d’Albumin Standard 2mg/mL. Thermo Scientific). Dans une plaque de 96 

puits, 250µL de Réactif de Bradford ainsi que 10µL d’échantillons (dilués ou non) ou de 

gamme étalon sont déposés par puits. La densité optique est lue à 590 nm au 

spectrophotomètre. Une droite de régression est réalisée à partir de la gamme et les 

concentrations protéiques des échantillons sont calculées en fonction de la gamme (en tenant 

compte de la dilution de l’échantillon). Les surnageants sont alors divisés en 3 : une partie est 
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conservée comme Input (ADN avant ChIP), et les 2 autres sont incubés sous agitation à 4°C 

durant une nuit avec les billes magnétiques fournies par le kit et soit les anticorps d’intérêt 

(liste des anticorps en annexe) soit des IgG isotypiques (contrôle négatif). 

Les billes sont ensuite lavées et incubées 15 min avec 100 µL de tampon d’élution avant 

d’être centrifugées pour récupérer le surnageant. Les surnageants des ChIP ainsi que les 

Inputs sont incubés 2,5 heures à 65°C. L’ADN est ensuite extrait par une protéinase K 

pendant 1 heure à 37°C, la réaction est alors stoppée et les échantillons conservés à -20°C 

avant d’être amplifiés par PCR quantitative en temps réel (qPCR). Les résultats sont exprimés 

en pourcentage du rapport de l’ADN immunoprécipité (normalisé par le contrôle isotypique) 

sur l’ADN Input non immunoprécipité. 

J) Cytométrie en flux 

Les cellules BeWo sont cultivées en boites de Pétri et inféctées par T. gondii lorsqu’elles sont 

à environ 70 – 80 % de confluence avec un rapport d’infection de 1 : 1. Après les temps 

d’infection, les cellules sont récoltées à l’aide de la trypsine (Invitrogen) et lavées 3 fois au 

PBS. Elles sont ensuite fixées pendant 20 min sur glace avec du formaldéhyde, puis lavées au 

PBS et reprise dans 1 ml d’éthanol pur. Les cellules sont incubées avec les anticorps primaires 

anti-IL17A souris et le sérum polyclonal anti-T. gondii de lapin pendant 45 min et ensuite les 

cellules sont lavées et réincubées pendant 45 min avec les anticorps secondaires marqués 

Alexa 488 anti-Ig de lapin et Alexa 647 anti-Ig de souris. Les cellules sont ensuite lavées et la 

fluorescence est analysée par cytométrie en flux (FACScan flow cytometer) sur 20 000 

cellules et les données sont analysées avec le logiciel CellQuest (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ). 

K) Analyse statistique 

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le test t de Student sur le logiciel GraphPad 

PRISM 6. Les données qui sont présentées correspondent à la moyenne de 3 expériences 

indépendantes effectuées en triplicats. Une valeur p inférieures à 0.05 est considérée comme 

significative. 
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A) Première partie : ARTICLE à soumettre 

 

« Régulation de l’expression de la cytokine IL-17A dans le cas d’une infection par 

Toxoplasma gondii » 

 

Toxoplasma gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire, capable de moduler 

différentes voies de signalisation de la cellule hôte afin de se multiplier et d’échapper à la 

réponse immunitaire. Cependant, des formes sévères de toxoplasmose, notamment, la 

toxoplasmose oculaire, sont expliquées par une réponse inflammatoire trop importante médiée 

entre autre par la cytokine IL-17A et aboutissant à la destruction du tissu rétinien. Il a été 

montré que l’IL-17A peut être considérée comme un facteur prédictif  de sévérité et que la 

diversité des formes cliniques observée semble liée à la variabilité des souches de T. gondii. 

En effet, des différences effectives de cette réponse ont pu être observées chez l’homme en 

fonction de la souche de T. gondii infectante. Une étude comparative évaluant les 

concentrations cytokiniques dans l’humeur aqueuse de patients colombiens et français atteints 

de toxoplasmose oculaire, confirme aussi cette différence d’expression d’IL-17A souche 

dépendante (de-la-Torre et al., 2013).  

 

Par ailleurs, l’invasion parasitaire est associée à l’activation d’UHRF1 entrainant des 

modifications dans les cellules infectées de façon souche-dépendante. UHRF1 a un rôle 

prédominant dans la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, la cancérogénèse et les 

modifications épigénétiques. Aussi, de nombreuses protéines parasitaires polymorphiques 

sont désormais connues pour moduler différentes voies de signalisation de la cellule hôte. Une 

étude récente a montré que T. gondii pouvait moduler directement le facteur de transcription 

UHRF1par l’intermédiaire d’un facteur parasitaire secrété lors de la phase d’invasion de la 

cellule hôte, ROP16, une protéine de rhoptrie. ROP16 est une protéine-kinase connue pour 

moduler les facteurs de transcription STAT 3/5/6 et est responsable de l’activation et de la 

phosphorylation d’UHRF1 induisant ainsi sa surexpression dans les cellules infectées. 

 

Une étude préliminaire effectuée au laboratoire par Bio-Plex avait permis de mettre en 

évidence l’implication du facteur de transcription UHRF1 dans la régulation de l’expression 

de l’IL-17A. En l’absence d’expression d’UHRF1, nous avons observé une augmentation de 

l’activité du promoteur du gène de l’IL-17A et de son expression protéique. 

Par analyse ChIP, nous avons montré qu’UHRF1 était capable de se fixer sur le promoteur de 

l’IL-17A. Plusieurs facteurs de transcription agissent en association et pour cela notre travail 

s’est élargi à l’étude de l’interaction d’UHRF1 avec des facteurs de transcription comme 

STAT3, STAT5 et NF-KB. D’une part, ces facteurs sont connus pour se fixer sur le 

promoteur de l’IL-17A et d’autre part, pour être activé par le parasite (Gaffen, 2011; Ong et 

al., 2010; Rosowski et al., 2011; Yamamoto et al., 2009). 

 

L’objectif de cet article est d’étudier la modulation de l’expression de la cytokine IL-17A et 

de déterminer son mécanisme de régulation par le facteur de transcription UHRF1 dans un 

contexte d’infection par T. gondii, en évaluant l’impact des autres facteurs de transcription 

cellulaires sur cette régulation. 



 

104 
 

Dans cette étude, menée in vitro sur le modèle cellulaire BeWo, nous avons montré que : 

 

- La régulation du promoteur de l’IL-17A dépond de la cellule hôte. Elle est souche-

dépendante et pourrait être gouvernée par la protéine parasitaire ROP16. 

 

- UHRF1 se fixe sur le promoteur du gène de l’IL-17A et que cette fixation était 

indépendante de STAT 3/5 et NF-KB. 

 

- L’expression de l’IL-17A semble augmenter en l’absence d’UHRF1.  

 

- L’activation du gène de l’IL-17A est régulée de façon épigénétique et fait 

intervenir la méthylation et l’acétylation de l’Histone H3. Ces phénomènes 

pourraient être dus au recrutement des enzymes de l’épigénétique comme les 

HDACs, les DNMTs et G9a via UHRF1. 

 

La méthylation de l’ADN est un phénomène connu pour être responsable de la répression des 

gènes. Ainsi, UHRF1 est recruté sur le promoteur du gène de l’IL-17A pendant l’infection, où 

il induit des modifications épigénétiques qui conduisent à la formation de l’hétérochromatine. 

Dans les cellules infectées par Toxoplasma, UHRF1 interagit avec HDAC1, HDAC2 et 

DNMT1 pour former un complexe répressif. Cette interaction conduit à la désacétylation de 

l’histone H3 et à la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9) situées sur le promoteur 

du gène de l’IL-17A et ainsi, à l’inactivation du gène. 

 

Ce genre d’expérience permet de comprendre les mécanismes physiopathologiques déployés 

par les souches et pourrait servir de base au développement de thérapies personnalisées. 
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ABSTRACT 

Toxoplasmosis is caused by an obligate intracellular protozoan, Toxoplasma gondii, 

which is capable of modulating various signaling pathways of the host cell in order 

to multiply and to evade the immune response. However, severe clinical forms like 

ocular toxoplasmosis (OT) are explained by an excessive inflammatory response. The 

inflammatory cytokine IL-17A has been identified as a marker of disease severity. 

South American patients have more severe forms of ocular toxoplasmosis than 

European patients, due to the existence of more virulent T. gondii strains in South 

America. This difference in the virulence of the strains leads to markedly different 

cytokine profiles. However, the mechanisms of IL-17A regulation in vitro are still 

unknown. During this work, we show that the regulation of the IL-17A promoter in 

infected cells varies according to cell type and parasite strain. This strain-dependent 

regulation is modulated by the polymorphic protein ROP16. Furthermore, the 

transcription factor UHRF1 is overexpressed in cells infected with T. gondii via the 

action of ROP16 and other parasite proteins, but the mechanisms of action are still 

unknown. In addition, our preliminary results show that the activation of the IL-17A 

promoter is controlled by epigenetic modulation that may involve histone 

modifications, by acetylation or methylation. These epigenetic phenomena could be 

due to the recruitment of enzymes such as HDACs, DNMTs and G9a via UHRF1. 
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INTRODUCTION 

Toxoplasma gondii is a ubiquitous protozoan parasite which infects humans and all 

warm-blooded vertebrates. It infects up to 50% of the human population worldwide 

(Dubey, 2007). Toxoplasmosis is generally asymptomatic, but it can be severe during 

pregnancy and in immunocompromised patients (Montoya and Liesenfeld, 2004). 

Because Toxoplasma infection is most often asymptomatic, it is evident that this 

parasite has developed sophisticated ways to manipulate host immunity in order to 

establish a lifelong chronic infection that target neuronal tissues such as the retina 

and the brain. 

The genus Toxoplasma consists of a single species, T. gondii, but several strains have 

been described. Although they are genetically identical to 98%, three major clonal 

lineages, with varying degrees of virulence, have been identified in Europe and 

North America. Type I strains are highly virulent in mice, whereas strain types II and 

III are less virulent and can establish latent infection (Saeij et al., 2005; Sibley and 

Ajioka, 2008). In France, there is a clear predominance of type II strains, which 

represent more than 85% of (Robert-Gangneux and Dardé, 2012). In contrast, in 

South America, a great variety of heterogeneous atypical genotypes has been 

described, often associated with severe infections (Su et al., 2012).  

It is well established that Toxoplasma actively interferes with host cell signaling 

during intracellular infection in order to achieve intracellular persistence (LENG et 

al., 2009). T. gondii modulates and hijacks host cell pathways involved in various 

processes such as apoptosis, growth, inflammation and metabolism (Hakimi and 

Bougdour, 2015).  T. gondii is capable of blocking pathways leading to apoptosis and 

interfering with proinflammatory responses. However, how these suppressive effects 

occur is less well known (Butcher et al., 2001; Shapira et al., 2005; Zimmermann et al., 

2006).  

Previous studies showed that the parasite manipulates the host cell signaling 

pathways by secreting different proteins, among which rhoptry proteins. ROP16 was 

identified as a key polymorphic virulence factor which determines the difference 

between strains (Saeij et al., 2006). This rhoptry protein is a kinase that is injected into 

the cytoplasm during parasite invasion, and can also enter the nucleus where it binds 

to target genes to enhance their transcription. Recently, the signal transducer and 

activator of transcription (STAT) signaling pathway has been identified as a major 

target of interference. Among these target genes there are STAT3, STAT5 and STAT6 

(Saeij et al., 2007; Yamamoto et al., 2009). Toxoplasma strain type is an important 

determinant of activation of STAT signaling pathways during intracellular infection 

(Saeij et al., 2007). Type I strains express a ROP16 allele associated with prolonged 

activation of STAT3 and STAT6 signaling, whereas type II strains activate this 

pathway only transiently (Denkers et al., 2012). These STAT proteins are involved in 

the regulation of various cellular processes like growth, differentiation, survival or 

apoptosis and in the regulation of the immune response. 
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Other transcription factors are known to be modulated by T. gondii such as, NF-κB 

and UHRF1. In fact, to achieve intracellular persistence, T. gondii modulates and 

hijacks a large number of transcription factors to its advantage in order to create an 

environment favorable to its development, and to escape the immune response 

(Hakimi and Bougdour, 2015). Microarray experiments have shown that more than 

1000 genes in the host cell are modulated by the parasite (Blader et al., 2001). UHRF1 

(Ubiquitin-like containing PHD and Ring Fingers domain 1) is one of these genes 

modulated by the parasite. It is a nuclear protein, composed of 5 structural domains 

which is involved in cell proliferation, carcinogenesis and DNA repair (Bronner et al., 

2013). Also, UHRF1 appears to be a central element in epigenetic phenomenon. 

Epigenetic mechanisms such as DNA methylation and histone modification, involve 

reversible and transmissible modifications of gene expression without modification 

of DNA sequence (Munshi et al., 2009). In fact, UHRF1 has several phosphorylation 

sites involved in DNA binding and through its different domains it is able to recruit 

epigenetic enzymes such as DNMT1, G9a, HDAC1/2 and SuV39H1. Thus, UHRF1 is 

involved in "gene silencing" by recruiting a repressive multienzymatic complex, 

promoting heterochromatin environment formation in the target genes (Bronner et 

al., 2013).  

Moreover, previous studies of our laboratory have shown that infection-induced 

upregulation of UHRF1 expression is responsible for the host-cell arrest at the G2 

phase and is essential for parasite proliferation. In fact, the increase in post-infection 

UHRF1 expression was correlated with a decrease in expression of cyclin B1. Cyclin 

B1 is known to be the target gene of UHRF1 (Brunet et al., 2008). In addition, we have 

identified a new parasite strategy involving ROP16 in UHRF1 activation, which 

induces cyclin B1 inhibition, through recruitment of phosphorylated UHRF1 

associated to a repressive multienzymatic complex (Sabou et al., 2019). 

T. gondii is thus able to modulate the expression of genes via, among others, two 

important epigenetic modifications: the methylation of DNA and the modification of 

histones. Other genes have also been described to be regulated by the parasite in this 

way, such as TNF-α and IFN-γ (Leng et al., 2009). Cyclin B1 is therefore probably not 

the only UHRF1 target gene in toxoplasma-infected cells. A multiplex assay revealed 

3 cytokines modulated by UHRF1 during infection: IL-17A, GM-CSF (Granulocyte 

Macrophage - Colony Stimulating Factor) and PDGF (Platelet-derived growth factor). 

Severe clinical forms like ocular toxoplasmosis (OT) are explained by an excessive 

inflammatory response. The mechanisms that regulate this inflammatory process in 

OT are poorly understood. Our previous studies have identified interleukin-17A (IL-

17A) as a marker for disease severity. IL-17A has been shown as being strongly up-

regulated during OT in human patients, and specific of the toxoplasmic etiology 

patients with uveitis (Lahmar et al., 2009). 

In ocular toxoplasmosis, the cytokine profiles are relatively homogeneous and some 

cytokines are often found to be overexpressed. Diverse studies realized in mice 
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infected with type II strains of T. gondii have demonstrated that after a first infection, 

the Th17 response is predominant and it is rapidly counterbalanced by 

Th1/Th2/Treg response. A Th17 response is important in reactivation and permits 

an optimal anti-parasitic effect. In fact, 70% of cases of patients with ocular 

toxoplasmosis present an overexpression of IL-17A, in addition to a strong IFN-γ 

expression. In contrast, non-Toxoplasma uveitis cases do not present IL-17A 

overexpression, which could be at the origin of the detrimental inflammatory process 

(Sauer et al., 2015). 

IL-17A is involved in the host defense against diverse pathogens, among which fungi 

and bacteria, through recruitment of neutrophils and antimicrobial peptides (Saijo et 

al., 2010; Ye et al., 2001). On the other hand, IL-17A is a well-known inducer of 

proinflammatory responses and autoimmune diseases. The exact role of IL-17A 

during toxoplasmosis is still ambiguous, varying between antipathogenic activity 

and tissue destruction (Kelly et al., 2005). 

The results of a recent study have shown that IL-17A was upregulated in French 

patients with a type II strain, while Colombian patients with a virulent strain had 

lower levels of this cytokine (De la Torre et al., 2013).  These discrepancies, regarding 

European and South American patients, might result from the genetic differences 

existing between European strains and South-American atypical strains, responsible 

for widely variable pathophysiology. 

Moreover, murine models have improved our knowledge of the adaptive immune 

response to infection, but the inflammatory Th17 response during toxoplasmosis still 

remains to be explored. Furthermore, the fundamental mechanisms describing the 

parasitic effectors involved in the modulation of interleukin-17 production, linked to 

the severity of immune-pathological phenomena, are largely unknown. 

Here we report the IL-17A regulation through UHRF1 during T. gondii infection. We 

show that the regulation of the IL-17A promoter can be controlled by epigenetic 

methylation and acetylation of histone H3, involving recruitment of enzymes such as 

HDACs, DNMT and G9a by UHRF1. Furthermore, we show that this regulation is 

strain-dependent and ruled by the parasitic protein ROP16. 
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MATERIALS AND METHODS  

Cells and parasites  

The human trophoblast cell line BeWo was obtained from the American Type 

Culture Collection (Mannassas, VA) and cultured in FK12 medium (Fisher Scientific, 

Illkirch-Graffenstaden, France), supplemented with 10% heat inactivated FCS 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 10 U/ml penicillin, 10 μg/ml streptomycin 

(Invitrogen). The human astrocytic, Müller and microglia cells lines was cultured in 

DMEM medium (Fisher Scientific), supplemented as above plus 2mM glutamine. 

Cell cultures were kept at 37°C, 5% CO2 and cell numbers were determined with a 

Neubauer cell counting chamber using a Trypan blue (Corning, Corning NY) 

exclusion test. 

The virulent RH T. gondii strain was obtained from the French Biological Resource 

Center Toxoplasma (CRB Toxoplasma; Laboratoire de Parasitologie, CHU Reims, 

France). Tachyzoites were maintained in Swiss-Webster mice. Before use, they were 

washed twice in PBS and counted using the Trypan blue exclusion test before use. 

PRU and LEF strains of T. gondii were also obtained from the French Biological 

Resource Center. Tachyzoites were grown in vitro, into THP1 cells. Cell cultures were 

maintained at 37 °C and 5% of CO2. Four to five days later, the PRU and LEF 

tachyzoites were recovered by centrifugation of the cell supernatant for 5 minutes at 

3000 rpm. The parasites were washed twice in PBS and counted using the trypan 

blue. 

RH ROP16 KO and PRU ROP16 I strains were generously donated by Doctor 

Mohamed-Ali Hakimi, University of Grenoble, France. 

Transfection of host cells and luciferase assays  

BeWo, astrocytes, müller and microglia cells were transfected with pGL3-IL17A-Luc 

plasmid (Addgene) (2μg/well) for 24 hours with X-tremeGENE™ (Sigma-Aldrich, 

Saint-Quentin-Fallavier, France) transfection reagent and infected with T. gondii for 

the indicated times and harvested for luciferase activity measurements with 500 μL 

of Bright-Glo luciferase assay Buffer (Promega, Charbonnières-les-Bains, France). 

Results are expressed as a ratio of the protein quantification. 

Chemicals and antibodies  

Polyclonal anti-T. gondii antibody was raised in New Zealand rabbits by several 

injections of 50 μg of soluble T. gondii antigen suspended in Freund's incomplete 

adjuvant. The IgG fraction of this serum was purified by chromatography on DEAE 

Trisacryl (l M) and tested by ELISA. The mouse monoclonal antibody against IL-17A 

was obtained from Abcam. The anti-HDAC1/2 mouse monoclonal and anti-actin 

mouse monoclonal antibodies or anti-G9a rabbit polyclonal antibody or anti-DNMT1 

rabbit polyclonal antibody were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA).  
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Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG were 

obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA).  

Goat F(ab')2 fragment anti-mouse IgG-peroxidase, donkey F(ab')2 fragment anti-

rabbit IgG-peroxidase, Tween-20 and the protease inhibitor cocktail were purchased 

from Roche Diagnostics (Basel, Switzerland). G 418 was purchased from Sigma-

Aldrich (Saint-Louis, MO).  

The ECL detection system was obtained from Amersham Biosciences (GE Healthcare 

Europe GmbH, Orsay, France). TriReagent was purchased from Molecular Research 

Center (Cincinnati, OH). 

Flow cytometry  

BeWo cells were grown in six-well plates (Dutscher, Brumath, France) and infected at 

sub-confluent conditions with T. gondii for the indicated times at 37°C. The cells were 

harvested by trypsination (Fisher Scientific) and gently washed three times with 1 ml 

of PBS. Cell suspensions were fixed by incubation for 15 minutes on ice in 0.4 ml of 

5% formaldehyde in PBS (v/v), washed with PBS; then resuspended in 1 ml of 

absolute ethanol and stored at -20°C until use. Infected cells were identified by flow 

cytometry. Briefly, cells were washed and stained for 45 minutes with rabbit anti-T. 

gondii IgG antibody and with mouse anti-IL-17A antibody. Then, samples were 

washed and incubated with Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit for 

45 min and washed again.  Fluorescence was measured in a FACScan flow cytometer 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and analyzed with the CellQuest software 

package. 

Western blotting and co-immunoprecipitation  

Blots were probed with the indicated antibodies at 1 μg/ml. For co-

immunoprecipitation of UHRF1, infected or uninfected cell extracts were incubated 

with protein G beads coupled to anti-UHRF1 monoclonal antibody (5 μg) in 1 ml PBS 

supplemented with protease inhibitors for 2 h at 4°C. Beads were washed five times 

with PBS and bound proteins were removed from the beads, denatured using 

loading buffer and separated on 10% SDS-PAGE gels, blotted and finally probed 

with 1 μg/ml of antibodies. Secondary peroxidase conjugated antibodies were used 

at 0.16 μg/ml. Signals were visualized by chemiluminescence using the ECL 

detection system. 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) analysis  

Cells were cultured in 10 cm dishes and then infected with T. gondii for the indicated 

times. ChIP was performed according to manufacturer’s recommendations (ChIP-IT 

Express enzymatic kit, Active Motif, CA, USA). The supernatant containing the 

sheared chromatin was incubated with anti-HDAC1/2, or anti-DNMT1, or anti-G9a, 

or anti-Actin (as negative control) antibodies and magnetic beads overnight at 4°C on 

a roller shaker. The beads were washed and incubated with 100 μl of elution buffer at 
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65°C for 2.5 hours. Cross-linking was reversed by 1.5 hours incubation with 2 μl of 

proteinase K at 37°C. DNA was extracted using the QiaMini Kit (Qiagen). DNA 

samples from the ChIP experiments were subjected to PCR using IL-17A primers 

(sense 5’-GCA GCA CTG CTC AGC TTC TAA CA-3’, antisense 5’-TGG CGT GTC 

GCA GTG GGT TC-3’) and TaqDNA polymerase (Invitrogen). The reaction contents 

were heated to 94°C for 15 min for polymerase activation followed by 35 cycles at 

94°C for 30 s, 55°C for 30 s, 72°C for 30 s and a final step at 72°C for 7 min. 

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using Student’s t test. Data are shown as means ± 

SEM. A p value below 0.05 was considered statistically significant. 
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RESULTS 

 

Modulation of the IL-17A promoter in T. gondii infected cells depends on cell type 

First, we wanted to study the kinetics of IL-17A promoter activation upon T. gondii 

infection. First, BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase (IL-17A-

luc) reporter plasmid, followed by infection with the virulent RH strain of T. gondii. 

Infection significantly induced IL17-A promoter activity with a peak of activation at 6 h 

post infection (Figure 1 A). 

We also examined the effect of T. gondii infection on IL17-A promoter activity in 

astrocytes, Microglial cells and Müller cells, potential targets of T. gondii in the eye. In 

contrast to BeWo cells, we observed a slower, continuous increase of IL-17A 

promoter activity in astrocytes and Müller cells (Figures 1B and 1D). IL-17A 

promoter activity was only slightly enhanced at 12 h post infection in microglial cells 

(Figures 1 C).  

We then looked at IL-17A expression on the protein level following T. gondii infection 

in BeWo cells, by flow cytometry. Six hours post-infection, IL-17A protein expression 

was increased (Figure 1 E). These results confirmed the functional activation of IL-

17A promoter in infected cells and illustrated that the immune response is apparently 

regulated by T. gondii infection, with different kinetics between cell types. 

 

Strain-dependent modulation of IL-17A promoter 

Next, we wanted to evaluate the effect of different T. gondii strains in IL-17A 

modulation. First, BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase 

(IL-17A-luc) reporter plasmid, followed by infection with different T. gondii strains:  

RH (Type I), PRU (Type II) and LEF (Atypical) strains at a moi of 1:1. IL-17A 

promoter luciferase activity was measured by luminometry. The analysis showed a 

notable difference in IL-17A modulation between parasite strains (Figure 2). As 

before, we observed a rapid activation of the IL-17A gene promoter with an 

activation peak at 6 h post-infection with the type I RH strain. The type II PRU strain 

induced a similar, but delayed profile, with maximal activation at 24 h post-infection. 

As for the atypical LEF strain, the infected cells showed a singular profile with 

intense activation as early as 3 hours post-infection which is then maintained until 24 

hours post-infection.  

 

ROP16-dependent activation of IL-17A promoter 

ROP16 is one of the best characterized virulence factors determining strain 

differences in toxoplasmic infection. We therefore investigated the role of this 
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secreted protein using a genetically engineered Toxoplasma mutant: RH ROP16 KO, a 

RH parasite deficient for the rop16 gene. 

BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase reporter plasmid, 

followed by infection with the RH ROP16 KO strain or with the wild type RH strain. 

The analysis showed a significant difference for the ROP16 deficient strain, compared 

with the wild type RH strain (Figure 3A). The IL-17A promoter was not activated in 

cells infected with RH ROP16 KO parasites, in contrast to those infected with RH 

wild type parasites.  

We then looked for IL-17A expression on the protein level. Bewo cells were infected 

with the wild type RH strain or with the RH parasite deficient for the rop16 gene at a 

moi 1:1 and then IL-17A expression was measured by flow cytometry (Figure 3B). A 

significant increase in IL-17A level was observed at 6 and 12 h post-infection in RH 

wild type infected cells, but again not in cells infected with RH ROP16 KO strain. 

Together, these results suggest that the activation of the IL-17A promoter and the 

expression of IL-17A protein are ROP16-dependent. 

To further investigate the role of ROP16, BeWo cells were transfected with an IL-17A 

promoter luciferase (IL-17A-luc) reporter plasmid, followed by infection with 

different T. gondii strains:  RH (Type I), PRU (Type II) and PRU ROP16 I strains at a 

moi of 1:1. PRU ROP16 I strain is a type II strain carrying the gene encoding the 

protein ROP16 of a type I strain. The effects of this mutation on IL-17A were 

compared to those obtained with wild type I (RH) and type II (PRU) strains. We 

observed an overactivation of the IL-17A promoter with the PRU ROP16 I strain 

(Figure 3C). This experiment shows that ROP16 alone does not explain the 

differences in IL-17A promoter activation.  

 

UHRF1 is recruited to the IL-17A gene promoter and suppresses its expression in 

Toxoplasma-infected cells 

A preliminary proteomic study showed UHRF1 involvement in the regulation of 

several cytokines including IL-17A (our own observation). To establish if UHRF1 is 

directly involved in IL-17A regulation, we examined the recruitment of UHRF1 to the 

IL-17A gene promoter during infection by chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

assay, followed by IL-17A specific PCR (Figure 4 A). We observed enhanced UHRF1 

binding to the IL-17A gene promoter at the early phase (1-3 h) post infection.  

To further characterize the interaction between UHRF1 protein and IL-17A gene 

promoter, we transfected BeWo cells with UHRF1-siRNA plasmids in the presence or 

absence of T. gondii and evaluated IL-17A promoter activity. Cells transfected with an 

EGFP-siRNA expression plasmid were used as control. We observed a strong 

activation of the IL-17A promoter in cells transfected with UHRF1-siRNA plasmids 

(Figure 4 B). We then evaluated IL-17A expression under the same conditions. A 
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significant increase in IL-17A levels was observed at 12 and 24 h post infection in UHRF1 

knock-down cells compared with cells transfected with EGFP-siRNA (Figure 4 C). 

Taken together, these experiments show that during T. gondii infection, UHRF1 

negatively regulates IL-17A expression through its recruitment on the IL-17A gene 

promoter. 

 

Epigenetic regulation of the IL-17A promoter in T. gondii infected cells 

We have previously shown that UHRF1 downregulates IL-17A expression during T. 

gondii infection. Considering the central role of UHRF1 in epigenetic modification, 

we hypothesized that it may regulate IL-17A expression by interfering with the 

epigenetic machinery. In order to test this hypothesis, BeWo cells were transfected 

with an IL-17A promoter luciferase reporter plasmid, then treated or not with TSA 

(Trichostatin A), an inhibitor of HDAC mediated epigenetic modifications, for 12 h, 

followed by infection with the RH strain.  

We observed an increase of IL-17A promoter activity in cells treated with TSA during 

late times of infection (Figure 5 A). This result suggests the presence of epigenetic 

regulation on the IL-17A promoter. 

Epigenetic phenomena may involve histone modifications by acetylation or 

methylation. In order to highlight this type of modifications on the IL-17A promoter 

histones, we performed a ChIP assay using antibodies against acetyl-H3 and 

H3K9me3, followed by the IL-17A gene specific PCR in BeWo infected cells. 

As shown in Figure 5 B, Histone H3 is acetylated at 1 h post infection and methylated 

at 6 and 12 h post infection. These data suggest that promoter activation is 

epigenetically controlled and its regulation involves methylation and acetylation of 

histone H3. 

 

UHRF1 interacts with a multienzymatic complex on the IL-17A gene promoter to 

repress its expression 

We have previously shown that the activation of the IL-17A promoter can be 

controlled by epigenetic methylation and acetylation of histone H3. These 

phenomena could be due to the recruitment of epigenetic enzymes such as HDACs, 

DNMTs and G9a via UHRF1. To further establish whether UHRF1 recruits epigenetic 

enzymes and forms a multienzymatic complex in infected cells, we 

immunoprecipitated UHRF1 and identified time dependent binding partners by 

Western Blot. 

Western Blot analysis shows the binding of several epigenetic enzymes on UHRF1 

(Figure 6). This result indicates that UHRF1 recruits HDAC1 and HDAC2 during the 

early times of infection, then G9a and DNMT1 during late times of infection. 
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IL-17A promoter activity modulation by STAT3 and STAT5 

Cellular transcription factors like STAT3 and STAT5 are known to be activated by the 

parasite and to bind to the IL-17A promoter (Ong et al., 2010; Rosowski et al., 2011; 

Yamamoto et al., 2009). To analyze the role of these factors in IL-17A regulation, we 

transfected BeWo with sh-STAT3, sh-STAT5 or the respective controls (sh-STAT3 

CTRL or sh-STAT5 CTRL). We then infected the cells with RH strain parasites and 

measured IL-17A promoter activity by luciferase assay. 

We did not observe any significant effect of STAT3 down-regulation on IL-17A 

promoter activation (Figure 7 A). However, the absence of STAT5 induces a 

significant increase in IL-17A promoter activity at 6 hours post-infection (Figure 7 B).  

We then repeated the same experience without infection and observed that the 

inhibition of STAT3 induces a significant decrease of IL-17A promoter activity, while 

the inhibition of STAT5 induces a significant increase of IL-17A promoter activity, 

highlighting the positive activities of STAT3 on IL-17A promoter and the inhibitory 

role of STAT5 in this promoter (Figure 7 C). 

 

UHRF1 promoter modulation by STAT3, STAT5 and NF-κB 

Previously, we have shown that UHRF1 binds to the IL-17A gene promotor but the 

nature of this interaction remains unknown and could involve other cellular 

transcription factors like STAT3, STAT5 and NF-κB. It is important to know if these 

transcription factors interact with the UHRF1 promoter during infection.  

To further establish whether these factors are involved in UHRF1 promoter 

activation, BeWo cells were transfected with STAT3-siRNA, STAT5-siRNA or NF-κB-

siRNA plasmids and then with UHRF1 promoter luciferase reporter plasmid, 

followed by infection with the RH strain. An EGFP-siRNA plasmid was used as 

control. UHRF1 promoter activity was measured by luciferase assay. 

As observed in figure 8A, there was no significant difference in UHRF1 promoter 

activity with or without STAT3. The same result was observed with STAT5 (Figure 8 

B). In contrast, siRNA mediated inhibition of NF-κB induces a significant UHRF1 

promoter activity decrease from 3 h post-infection (Figure 8 C). Taken together, these 

results indicate that activation of the UHRF1 promoter does not require STAT3 and 

STAT5 factors, but is promoted by NF-κB binding. 

 

UHRF1 binding to IL-17A promoter is independent of STAT3, STAT5 and NF-κB 

UHRF1 is recruited to the IL-17A gene promoter and negatively regulates IL-17A 

expression. As several transcription factors act in combination, we addressed the role 

of STAT3, STAT5 and NF-κB in this regulation. We infected and transfected BeWo 

cells with STAT3-siRNA or STAT5-siRNA or NF-κB-siRNA plasmids, then 
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performed a ChIP assay using antibodies against UHRF1. An EGFP-SiRNA plasmid 

was used as control. We then evaluated the precipitation of the IL-17A gene by PCR.  

We did not observe any significant difference in UHRF1 binding on IL-17A promoter with 

STAT3-siRNA (Figure 9 A), STAT5-siRNA (Figure 9 B) or NF-κB-siRNA (Figure 9 C) 

plasmids, compared to the control. These results suggest that UHRF1 binds to the IL-

17A promoter independently of these transcription factors. 

 

 

DISCUSSION 

Once infected with Toxoplasma gondii, a person or animal harbors the parasite in 

latent form for the entire life, in target organs, such as the eye or the brain. These 

latent forms are inaccessible to the usual treatments and can reactivate causing 

severe complications such as ocular toxoplasmosis (OT). The manifestations of this 

pathology vary widely, from asymptomatic to severe, and this clinical diversity 

seems to be correlated with the virulence of infectious parasite strains.  

IL-17A has been implicated in a number of autoimmune diseases both in humans 

and in mouse models (Katz and Nadiv, 2000). Previous studies have highlighted the 

importance of IL-17A cytokine in OT (Kikumura et al., 2012). Increased levels of IL-

17A have been found in samples from patients with OT. In humans, effective 

differences in this response were observed as a function of the infectious T. gondii 

strain. A comparative study evaluating cytokine concentrations in the aqueous 

humor of Colombian and French patients with OT also confirms this difference in the 

expression of IL-17A (de-la-Torre et al., 2013). Atypical, highly virulent strains, 

common in South America, are associated with severe cases of ocular toxoplasmosis, 

whereas in Europe type II strains are more often isolated (Fekkar et al., 2011). Despite 

this clinical importance, the pathophysiology of OT remains poorly studied. Indeed, 

the complexity of experimental models which could mimic the peculiarities of this 

infection makes experimental studies specific to OT difficult. 

IL-17A is part of a relatively new cytokine family that exhibits potent inflammatory 

activities, both alone and in association with other cytokines. IL-17A is known to 

indirectly recruit neutrophils and is implicated in combating extracellular bacterial 

infections (Happel et al., 2005). IL-17A identification 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. IL-17 has been 

associated with various autoimmune diseases. Elevated expression of IL-17A has 

been previously reported in many clinical cases, such as rheumatoid arthritis and 

lung infections (Miossec, 2003; Ruddy et al., 2004). In several studies on murine 

models of OT, IL-17A expression enhanced parasite proliferation  and retinal lesions, 

and the expression of IL-17A was higher in primary than in reinfection (Rochet et al., 

2015; Sauer et al., 2012, 2013). However, the mechanisms of regulation of this 
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cytokine are not yet well clarified. The objective of our work, therefore, was to study 

in vitro one of the fundamental mechanisms of host-pathogen interaction; the 

immune response, focusing on the modulation of IL-17A inflammatory cytokine 

expression.  

We first examined the expression of IL-17A during infection with a virulent (type I) 

strain of Toxoplasma gondii. We first observed that the activity of the promoter of the 

IL-17A gene increased during infection with a peak activation at 6 hours post-

infection. This promoter activation is associated with a slightly delayed increase in 

protein expression. We also showed that IL-17A promoter activation depends on cell 

types and T. gondii strains. This difference in the IL-17A expression, has previously 

reported by De-La-Torre et al., 2013. The results of this study showed that IL-17A was 

upregulated in French patients with a type II strain, while Colombian patients with 

virulent strains had lower levels of this cytokine. Indeed, atypical strains with strong 

virulence are more common in the South American continent, and they are 

associated with severe cases of OT, whereas in Europe type II strains are more often 

isolated (Fekkar et al., 2011). It would be interesting to compare several atypical 

strains for their capacity to activate the IL17A promoter and correlate this activity to 

clinical or immunological characteristics of the infected subjects. 

Recently, the polymorphic rhoptry protein ROP16 was identified as major modulator 

determining strain virulence (Yamamoto et al., 2009). ROP16 is a highly polymorphic 

protein kinase, secreted in the host cell nucleus during the parasitic invasion and is 

known to be implicated in STAT3 gene activation (Yamamoto et al., 2009). IL-23 and 

IL-6 are also known to have an activating action on STAT3, resulting in a positive 

regulation of the transcription of IL-17A gene (Cho et al., 2006). Further work is 

required to delineate precisely how IL-6 and IL-23 regulate the transcription of IL-

17A and how STAT3 contributes to this regulation. However, the regulation and the 

expression condition of these factors in non-lymphocyte cells remain widely 

unknown. 

Recently, Sabou et al., have shown that the parasitic kinase ROP16 is one of the 

factors responsible for the UHRF1 activation (Sabou et al., 2019). We show here that 

the kinase ROP16 is a major factor for the IL-17A promoter activation, as the RH 

ROP16 KO strain did not induce activation of the IL-17A promoter, unlike the RH 

wild type strain. In addition, the presence of ROP16 I in the PRU strain induces 

overactivation of IL-17A promoter. Thus, the addition of the gene for a virulence 

protein such as ROP16 I in the genome of a strain that is not very virulent 

accentuates its inflammatory and deleterious response for the eye. This result 

suggests that ROP16 alone does not explain the differences in activation of the IL-17A 

promoter observed between these strains. Probably, other parasitic effectors could be 

involved in this regulation, such as the parasitic protein ROP18 by its action on 

immunity related GTPases (IRGs). ROP18 phosphorylates IRGs in order to allow 

parasite survival and to promote virulence (Fentress et al., 2010). 
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Our previous in vivo study has revealed that the virulent ROP16 allele induced 

suppression of IL-17A expression and the absence of visible retinal pathology in RH 

infected-mice. In contrast, PRU infection causes moderate immune mediated 

pathology (Rochet et al., 2019). This recalls our results on human OT, which also 

highlighted an immune induced pathology in type II infections in European patients, 

whereas the immune ocular response mediated by the IL-17A expression in South 

American patients was down-regulated and the pathology would be induced by a 

high parasite proliferation(de-la-Torre et al., 2013). 

It is important to maintain the balance between protective and pathogenic effects of 

IL-17A signaling pathway because dysregulation of IL-17A can lead to excess of 

inflammation resulting in tissue damage and autoimmune diseases (Amatya et al., 

2017). In some cancers, IL-17 seems to act in a pro-cancerogenic way (Lin et al., 2019; 

Zhang et al., 2020). Therefore, IL-17 neutralization might turn out to be a treatment 

option. A recent study has been reported that in some cancers, IL17RB is 

overexpressed and generation of IL17RB Knockout cell lines using CRISPR/Cas9 

blocks this pro-cancerogenic effect (Hu et al., 2020). In the same perspective, we can 

consider the use of this technique in OT to reduce inflammation and block the 

deleterious effect of IL-17A in the eye. Despite its harmful effects, IL-17A plays an 

important role in host defense against pathogens. IL-17A has been reported to be 

involved in preventing Candida albicans infections and in maintaining the integrity of 

the mucosal barrier (Gaffen and Moutsopoulos, 2020). 

Moreover, we demonstrate that UHRF1 activated by ROP16 is recruited to the IL-17A 

gene promoter during T. gondii infection. We observed that the expression of IL-17A 

increase when UHRF1 protein expression is neutralized by siRNAs, highlighting the 

inhibitory effect of UHRF1 on the IL-17A promoter. UHRF1 recruitment induces 

epigenetic modifications, leading to heterochromatin environment formation and 

repression of IL-17A promoter activity. UHRF1 is also known to be involved in cell 

cycle regulation, which is disturbed during T. gondii infection, allowing parasite 

proliferation (Brunet et al., 2008). In many cancers, UHRF1 is permanently 

overexpressed, leading to an uncontrolled cell multiplication (Saidi et al., 2017; Zhu 

et al., 2015). Recently, high expression of UHRF1 was associated with tumor 

metastasis (Hu et al., 2019; Oh et al., 2018). Therefore, UHRF1 may be a new potential 

target molecule for future treatment. 

IL-17A is not the only gene targeted by UHRF1 and regulated in an epigenetic 

manner in infected cells, especially as other cell types, particularly in the immune or 

neuronal system have been shown to be modulated by T. gondii (Leng and Denkers, 

2009). In infected cells, Sabou et al., have shown that the parasitic kinase ROP16 is 

one of the factors responsible for UHRF1 activation, which in turn causes the down-

regulation of cyclin B1 and the G2 cell cycle arrest. They demonstrated that activated 

UHRF1 was recruited to the cyclin B1 gene promoter during infection and induced 
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epigenetic modifications, resulting in the formation of a heterochromatin 

environment and repression of the the cyclin B1 gene promoter activity. They have 

identified by mass spectrometry the enzymatic complex recruited by UHRF1 on 

cycline B1 gene promoter. 

Our results in infected cells show that UHRF1 recruits HDAC1 and HDAC2 during 

the early time points of infection and DNMT1 and G9a during late time points. This 

epigenetic modulation involves methylation and acetylation of histone H3, but the 

precise molecular mechanisms of UHRF1 interaction with the IL-17A gene promoter 

in parasite-dependent epigenetic events still need to be clarified. 

While this mechanism has not been described before in parasitic infections, the 

regulatory role of UHRF1 was shown for many cancers, through “silencing” of a high 

number of tumor suppressor genes including RB1 and BRCA1 through a DNA 

methylation-dependent mechanism (Jeanblanc et al., 2005; Jin et al., 2010). 

There is a similar transcription factor, the co-repressor COUP-TF interacting protein 

2 (CTIP2) that inhibits HIV-1 gene transcription by recruiting a chromatin-modifying 

complex and by establishing a heterochromatic environment at the HIV-1 promoter 

in microglial cells, leading to HIV-1 silencing (Le Douce et al., 2012). It would be 

interesting to evaluate the role of CTIP2 in IL-17A promoter activity in infected cells 

with different T. gondii strains. Identification of additional factors able to induce 

negative regulation at the IL-17A promoter could provide more insight in the 

molecular mechanisms of establishment and maintenance of retinal inflammation. 

T. gondii regulates STAT3/6 and NF-κB by injecting into the host cell cytoplasm 

rhoptry- or dense granule-localized factors, respectively (Ong et al., 2010; Rosowski 

et al., 2011; Yamamoto et al., 2009). Among the cellular transcription factors known to 

be activated by the parasite and to bind to the IL-17A promoter are STAT3, STAT5 

and NF-κB. STAT3 and NF-κB are positive regulators while STAT5 is described as a 

negative regulator of IL-17A gene promoter. Moreover, enhancing activities of STAT3 

can be counterbalanced  by competitive binding of STAT5 at the same locus (Chen et 

al., 2006; Laurence et al., 2007; Whitley et al., 2018). In contrast to previous reports, 

we did not observe an activation of the IL-17A gene promoter with STAT3, while we 

did observe its inhibition by STAT5. This could be a unique feature of the highly 

specialized BeWo cell line. Further experiments should thus be extended to other cell 

lines. 

In this study, we show that UHRF1 binds to the IL-17A gene promoter but the nature 

of this interaction remains unknown and could involve others cellular transcription 

like STAT3, STAT5 and NF-κB. Our results do not indicate a modifying role of these 

factors in the binding of UHRF1 on the IL-17A promoter and therefore, another, yet 

unknown mechanisms are involved in the modulation of binding of UHRF1 to the 

IL-17A promoter. 
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Taken together, our findings significantly extend our knowledge about regulation of 

the IL-17A cytokine gene. However, these results were obtained in a BeWo 

trophoblastic cell model. To obtain insight into these mechanisms during OT, these 

experiments will have to be carried out on retinal cells, or infiltrating cells such as 

lymphocytes known to be capable of producing IL-17A. A murine model would also 

add to our understanding since the modulation of a cytokine should be considered in 

a more representative in vivo environment. Finally, this study should also be 

extended to the highly pathogenic and variable South American strains, responsible 

for severe forms of OT.  

These findings further advance our understanding of OT and the mechanism 

involved in pathophysiology of this infection, which leads to the establishment of an 

inflammatory environment in the eye. As this understanding is crucial for 

developing innovative therapeutic interventions, our results could be a first step 

towards such treatment for OT. IL-17A is now a major target for an array of 

therapeutic monoclonal antibodies such as Secukinumab, Ixekizumab and 

Brodalumab, involved in treatment of autoimmune diseases like psoriasis, psoriatic 

arthritis and ankylosing spondylitis (Chen et al., 2020; Kurschus and Moos, 2017). 

Previous studies have reported that IL-17A level was associated with asthma severity 

(Bullens et al., 2006). In this way, a natural flavonoid Apigenin was developed in 

order to investigate its anti-inflammatory effects in asthmatic mice. Apigenin has 

been shown to decrease the IL-17A synthesis by decreasing the expression of NF-κB 

in lung tissue in asthmatic mice. This molecule would be a promising candidate for 

the treatment of asthma (Pang et al., 2019). Finally, other transcription factors, like 

RORγt, a key player in the Th17 lymphocytes differentiation (Ivanov et al., 2006), are 

interesting targets of future research on new drugs interfering in the IL-17A signaling 

pathway, with the long-term goal of clinical intervention. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. T. gondii infection activates IL-17A promoter activity and increase IL-17A 

expression. 

(A) BeWo cells were transfected with IL-17A promoter luciferase reporter plasmid 

for 24 hours, then infected for the indicated times with T. gondii (RH strain) at a moi 

of 1:1 and assessed for luciferase activity. The same experiment was repeated with 

Astrocytes cells (B), Microglia cells (C) and Müller cells (D). The values shown are 

means ± S.E.M of three separate experiments performed in triplicate. * p < 0.05, 

compared to control. (E) Flow cytometry analysis of IL-17A expression in BeWo cells 

infected for the indicated times with T. gondii (RH strain) at a moi of 1:1. The data represent 

typical samples performed in triplicate in three independent experiments. * p < 0.05, 

compared to control. 

Figure 2. Strain-dependent activation of IL-17A promoter. 

BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase (IL-17A-luc) reporter 

plasmid, followed by infection with different T. gondii strains:  RH (Type I), PRU 

(Type II) and LEF (Atypical) strains at a moi of 1:1 and assessed for luciferase activity 

(means ± S.E.M. of three separate experiments performed in triplicate). * p < 0.05, 

compared to control.  

Figure 3. ROP16-dependent activation of IL-17A promoter 

(A) BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase reporter plasmid, 

followed by infection with the RH ROP16 KO strain or with the wild type RH strain 

of T. gondii at a moi 1:1 and assessed for luciferase activity. The values shown are 

means ± S.E.M of three separate experiments performed in triplicate. * p < 0.05, 

compared to control. (B) Flow cytometry analysis of IL-17A expression in BeWo cells 

infected for the indicated times with RH strain or ROP16 KO strain at a moi of 1:1.             

(C) BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase (IL-17A-luc) 

reporter plasmid, followed by infection with different T. gondii strains:  RH (Type I), 

PRU (Type II) and PRU ROP16 I at a moi of 1:1 and assessed for luciferase activity. 

The values shown are means ± S.E.M of three separate experiments performed in 

triplicate. 

Figure 4. UHRF1 is recruited to the IL-17A gene promoter and suppresses its 

expression in Toxoplasma-infected cells 

(A) Binding of UHRF1 to the IL-17A gene promoter in infected cells. BeWo cells were 

infected with T. gondii for the indicated times at a moi of 5:1. ChIP assay was 

performed using antibodies against UHRF1. Immunocomplexes were then analyzed 

by real-time PCR specific for the promoter region of the IL-17A gene. Non-

immunoprecipitated chromatin material was used as input control. Data are 

representative of at least three independent experiments. (B) BeWo cells were 

transfected with UHRF1-siRNA or EGFP-siRNA plasmid vectors, next with IL-17A-

Luc and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 1:1. IL-17A 
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promoter activity was analyzed by luciferase assay. (C) BeWo cells were transfected 

with UHRF1-siRNA or EGFP-siRNA plasmid vectors then infected for the indicated 

times with RH strain at a moi of 1:1 and IL-17A expression was measured by flow 

cytometry.  Data are representative of at least three independent experiments. * p < 

0.05, compared to control. 

Figure 5. Epigenetic regulation of the IL-17A promoter in T. gondii infected cells 

(A) BeWo cells were transfected with an IL-17A promoter luciferase reporter plasmid 

for 24 hours, then treated or not with TSA (Trichostatin A) for 12 hours, followed by 

infection with the RH strain at a moi 1:1 and assessed for luciferase activity. Data are 

representative of at least three independent experiments. * p < 0.05, compared to 

control. (B) BeWo cells were infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 

5:1. ChIP assay was performed using antibodies against acetyl-histone 3 and 

trimethyl-H3 (Lys9) or an isotype control antibody (IgG). The precipitated DNA was 

then amplified by real-time PCR for the IL-17A gene promoter region. The results 

were normalized to the input DNA and expressed as relative binding. Data are 

means ± SEM of three separate experiments (* p < 0.05). 

Figure 6. UHRF1 interacts with a multienzymatic complex  

BeWo cells were infected for the indicated times with RH strain of T. gondii at a moi 

of 5:1. Then, UHRF1 was immunoprecipitated and time dependent binding partners 

were identified by Western Blot. Samples were analyzed by Western blot using 

antibodies against HDAC1, HDAC2, G9a, DNMT1 or actin as loading control. Data 

are representative of at least three independent experiments. 

Figure 7. IL-17A promoter activity modulation by STAT3 and STAT5 

A) BeWo cells were transfected with sh-STAT3 or sh-STAT3 CTRL plasmid vectors, 

next with IL-17A-Luc and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi 

of 1:1. IL-17A promoter activity was analyzed by luciferase assay. B) BeWo cells were 

transfected with sh-STAT5 or sh-STAT5 CTRL plasmid vectors, next with IL-17A-Luc 

and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 1:1. IL-17A 

promoter activity was analyzed by luciferase assay. C) BeWo cells were transfected 

with sh-STAT3 or sh-STAT3 CTRL or sh-STAT5 or sh-STAT5 CTRL plasmid vectors 

and next with IL-17A-Luc plasmid. IL-17A promoter activity was analyzed by 

luciferase assay. Data are representative of at least three independent experiments. 

Figure 8. UHRF1 promoter activity modulation by STAT3, STAT5 and NF-κB 

A) BeWo cells were transfected with STAT3-siRNA or EGFP-siRNA plasmid vectors, 

next with UHRF1-Luc and then infected for the indicated times with T. gondii at a 

moi of 1:1. UHRF1 promoter activity was analyzed by luciferase assay. B) BeWo cells 

were transfected with STAT5-siRNA or EGFP-siRNA plasmid vectors, next with 

UHRF1-Luc and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 1:1. 

UHRF1 promoter activity was analyzed by luciferase assay. C) BeWo cells were 
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transfected with NF-κB -siRNA or EGFP-siRNA plasmid vectors, next with UHRF1-

Luc and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 1:1. UHRF1 

promoter activity was analyzed by luciferase assay. Data are representative of at least 

three independent experiments. 

Figure 9. UHRF1 binding to IL-17A promoter is independent of STAT3, STAT5 

and NF-κB 

A) BeWo cells were transfected with STAT3-siRNA or EGFP-siRNA and then 

infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 5:1. ChIP assay was 

performed using antibodies against UHRF1 protein or an isotype control antibody 

(IgG). The precipitated DNA was then amplified by real-time PCR for the IL-17A 

gene promoter region. The results were normalized to the input DNA and expressed 

as relative binding. B) BeWo cells were transfected with STAT5-siRNA or EGFP-

siRNA and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 5:1. ChIP 

assay was performed using antibodies against UHRF1 protein or an isotype control 

antibody (IgG). The precipitated DNA was then amplified by real-time PCR for the 

IL-17A gene promoter region. The results were normalized to the input DNA and 

expressed as relative binding. C) BeWo cells were transfected with NF-κB-siRNA or 

EGFP-siRNA and then infected for the indicated times with T. gondii at a moi of 5:1. 

ChIP assay was performed using antibodies against UHRF1 protein or an isotype 

control antibody (IgG). The precipitated DNA was then amplified by real-time PCR 

for the IL-17A gene promoter region. The results were normalized to the input DNA 

and expressed as relative binding. 
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Figure 1 
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Figure 2  
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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B) Deuxième partie : Résultats complémentaires 

 

« CTIP2 – un nouveau régulateur de l’IL-17A » 

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire, cosmopolite et capable d’infecter les 

cellules nucléées des animaux à sang chaud. Sa capacité à établir une infection chronique est 

très fortement liée à son spectre d’action sur de nombreux aspects de la physiologie de la 

cellule hôte. T. gondii persiste dans certains organes immunologiquement privilégiés comme 

le cerveau, où l’inflammation est limitée et la destruction tissulaire liée à la cytolyse est 

réduite afin de préserver l’intégrité fonctionnelle de l’organe infecté (Black and Boothroyd, 

2000). 

Tout comme le toxoplasme, le VIH-1 est un virus capable d’établir une infection latente dans 

les cellules cibles, appelées « cellules réservoirs du VIH ». Ces cellules sont caractérisées par 

la persistance de génomes viraux intégrés dans leur génome et incapables de produire de 

nouvelles particules virales échappant ainsi à la vigilance du système immunitaire. Il est 

maintenant clairement établi que ce phénomène de latence « post-intégrative » constitue le 

principal obstacle à l’éradication du VIH (Van Lint et al., 2013). Les lymphocytes T CD4+ 

mémoire constituent le principal réservoir cellulaire du VIH-1. Cependant, d’autres cellules 

cibles du VIH-1 comme les cellules microgliales peuvent également être infectées de façon 

latente par T. gondii et ainsi contribuer à la persistance de l’infection virale et parasitaire (Le 

Douce et al., 2010; Melzer et al., 2010). Ces deux pathogènes sont capables de se répliquer au 

sein d’une cellule hôte, développant une infection persistante, tout en échappant aux 

phénomènes d’apoptose et aux réponses immunitaires, ce qui exige une modulation fine, en 

leur faveur, de la machinerie cellulaire des cellules qu’ils infectent. Le système nerveux 

central (SNC) est donc l’organe infecté par les deux pathogènes et où les cellules microgliales 

constituent les cibles cellulaires communes de T. gondii et du VIH-1 dans le cerveau (Melzer 

et al., 2010; Williams and Hickey, 2002). 

Nous avons montré précédemment que dans des cellules infectées, UHRF1, un facteur de 

transcription impliqué dans la régulation chromatiniennne, diminuait l’expression d’IL-17A. 

L’expression d’UHRF1 est modulée lors de l’infection et est indispensable à la prolifération 

parasitaire. UHRF1 est capable de recruter plusieurs enzymes responsables de modifications 

de la chromatine (Dnmt, HDAC1/2…) favorisant la formation d’hétérochromatine et la 

répression du gène de la cycline B1 (Brunet et al., 2008). Nos résultats préliminaires indiquent 

qu’un autre répresseur transcriptionel, CTIP2, inhibe la transcription du gène de l’IL-17A. Or, 
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il a été démontré que CTIP2 réprime la transcription des gènes du VIH-1 pour favoriser 

l’établissement de réservoirs latents (Le Douce et al., 2012; Van Lint et al., 2013). CTIP2, 

comme UHRF1, s’associe à des complexes de modification de la chromatine pour réprimer 

l’expression de ses gènes cibles (Marban et al., 2007). CTIP2 est donc un facteur cellulaire 

impliqué dans la régulation des phénomènes épigénétiques et dans la latence du VIH-1 dans 

les cellules microgliales. De plus, plusieurs études ont montré une production et une sécrétion 

d’IL-17 par les cellules microgliales (Kawanokuchi et al., 2008; Lv et al., 2016; Su et al., 

2017; Zhang et al., 2017). Dans ce cadre, nous avons voulu étudier l’implication du facteur de 

transcription CTIP2 dans la régulation de l’IL-17A dans les cellules microgliales. 

1) Modulation du promoteur de l’IL-17A par le facteur de transcription CTIP2 

Afin de mettre en évidence l’implication du facteur cellulaire CTIP2 dans la régulation de 

l’IL-17A, l’activité du promoteur du gène IL-17A a été analysée par le système luciférase à 

l’aide d’un plasmide contenant le promoteur du gène IL-17A couplé au gène de la luciférase. 

Les cellules microgliales ont été co-transfectées par le vecteur rapporteur du promoteur de 

l’IL-17A auquel a été ajouté le vecteur d’expression Flag-CTIP2. Le plasmide pcDNA3 a été 

utilisé comme contrôle (figure 1). 
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Figure 1 : Modulation du promoteur du gène IL-17A par le facteur de transcription CTIP2 dans 

les cellules microgliales. Les cellules microgliales sont co-transfectées avec 0.5μg de plasmide IL-

17A-luc et une dose réponse du plasmide Flag-CTIP2 allant de 0.5µg à 3.5µg. Les cellules sont 

récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de protéines dosée par 

la méthode de Bradford. Les expériences ont été réalisées en triplicat (contrôle : plasmide vide). 

L’efficacité de transcription et d’expression du vecteur Flag-CTIP2 a été contrôlée par Western Blot. 

En condition de surexpression de CTIP2, nous observons une diminution de l’activité du 

promoteur du gène de l’IL-17A  de manière significative et dose dépendante. 

Parallèlement, nous avons étudié l’impact de l’inhibition de CTIP2 sur le promoteur du gène 

de l’IL-17A en utilisant un plasmide sh-CTIP2 qui diminue l’expression de CTIP2. Les 

cellules microgliales ont été co-transfectées par le plasmide IL-17A-Luc auquel a été ajouté le 

plasmide sh-CTIP2 à différentes doses (figure 2). 
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Figure 2 : Modulation du promoteur du gène IL-17A par le facteur de transcription CTIP2 dans 

les cellules microgliales. Les cellules microgliales sont co-transfectées avec 0.5μg de plasmide IL-

17A-luc et une dose réponse du plasmide sh-CTIP2 ou sh-CTIP2 contrôle allant de 0.5µg à 3.5µg. Les 

cellules sont récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de 

protéines dosée par la méthode de Bradford et normalisés par rapport au contrôle correspondant. Les 

expériences ont été réalisées en triplicat (sh-CTIP2 contrôle : plasmide vide). L’efficacité de 

transcription et d’expression du vecteur sh-CTIP2 a été contrôlée par Western Blot 
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On constate une augmentation de l’activité du promoteur du gène de l’IL-17A lorsqu’on 

inhibe le facteur CTIP2 de façon dose-dépendante. Ces résultats suggèrent donc que CTIP2 

est impliqué dans la répression de la transcription du gène de l’IL-17A. 

 

2) Modulation du promoteur de l’IL-17A par le facteur de transcription UHRF1 

 

Nous avons montré précédemment que le facteur UHRF1 est impliqué dans la répression du 

gène de l’IL-17A dans les cellules trophoblastiques BeWo en conditions d’infection par T. 

gondii. On s’est intéressé dans cette partie à l’étude de l’effet d’UHRF1 sur le promoteur de 

l’IL-17A dans les cellules microgliales et en dehors de l’infection. 

Dans un premier temps, l’activité du promoteur du gène IL-17A a été analysée par le système 

luciférase à l’aide d’un plasmide contenant le promoteur du gène IL-17A couplé au gène de la 

luciférase. Les cellules microgliales ont été co-transfectées par le vecteur rapporteur du 

promoteur IL-17A auquel a été ajouté le vecteur d’expression Flag-UHRF1 à différentes 

doses. Le plasmide pcDNA3 a été utilisé comme contrôle (figure 3). 
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Figure 3 : Modulation du promoteur du gène IL-17A par le facteur de transcription UHRF1 

dans les cellules microgliales. Les cellules microgliales sont co-transfectées avec 0.5μg de plasmide 

IL-17A-luc et une dose réponse du plasmide Flag-UHRF1 allant de 0.5µg à 3.5µg. Les cellules sont 

récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de protéines dosée par 

la méthode de Bradford. Les expériences ont été réalisées en triplicat (pcDNA3 : plasmide vide). 

L’efficacité de transcription et d’expression du vecteur Flag-UHRF1 a été contrôlée par Western Blot. 
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En surexprimant UHRF1 dans les cellules microgliales, l’activité du promoteur de l’IL-17A 

diminue de façon proportionnelle à la dose d’UHRF1 transfectée. Cependant, ces résultats 

nécessitent d’être confirmées. 

Dans un deuxième temps, on s’est intéressé à l’étude de l’activité du promoteur de l’IL-17A 

en absence du facteur UHRF1 en utilisant un plasmide UHRF1-siRNA. Les cellules 

microgliales ont été co-transfectées par le plasmide IL-17A-Luc auquel a été ajouté le 

plasmide UHRF1-siRNA ou son contrôle EGFP-siRNA à différentes doses (figure 4). 
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Figure 4 : Modulation du promoteur du gène IL-17A par le facteur de transcription UHRF1 

dans les cellules microgliales. Les cellules microgliales sont co-transfectées avec 0.5μg de plasmide 

IL-17A-luc et une dose réponse du plasmide UHRF1-siRNA ou EGFP-siRNA allant de 0.5µg à 3.5µg. 

Les cellules sont récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de 

protéines dosée par la méthode de Bradford et normalisés par rapport au contrôle correspondant. Les 

expériences ont été réalisées en triplicat (EGFP-siRNA : plasmide contrôle). L’efficacité de 

transcription et d’expression du vecteur UHRF1-siRNA a été contrôlée par Western Blot. 

L’inhibition du facteur de transcription UHRF1 induit l’augmentation de l’activité du 

promoteur du gène de l’IL-17A de façon dose dépendante. Ces résultats confirment donc 

l’effet inhibiteur d’UHRF1 sur le promoteur IL-17A déjà observé sur le modèle cellulaire 

BeWo. 
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3) Synergie d’action CTIP2-UHRF1 ? 

Souvent les facteurs de transcription agissent en association. Nous avons montré qu’UHRF1 

se fixe sur le promoteur de l’IL-17A et régule négativement son activité. Nous avons montré 

également que CTIP2 est impliqué dans l’inhibition du promoteur du gène de l’IL-17A. Nous 

nous sommes donc posé la question de savoir s’il existe une synergie d’action entre CTIP2 et 

UHRF1 pour inhiber le promoteur du gène de l’IL-17A. Pour cela, les cellules microgliales 

ont été co-transfectées avec le plasmide IL-17A-Luc et les plasmides Flag-CTIP2 et Flag-

UHRF1 seuls ou en association (Figure 5). 
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Figure 5 : Activité du promoteur IL-17A dans les cellules co-transfectées avec le plasmide IL-

17A-Luc et les plasmides Flag-CTIP2 et/ou Flag-UHRF1. Les cellules microgliales sont co-

transfectées avec 0.5μg de plasmide IL-17A-luc et une dose de plasmide d’intérêt. Les cellules sont 

récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de protéines dosée par 

la méthode de Bradford. Les expériences ont été réalisées en triplicat (pcDNA3 : plasmide vide). 

Les facteurs de transcription CTIP2 et UHRF1 semblent agirent en synergie pour inhiber le 

promoteur de l’IL-17A. Cependant, il s’agit ici du résultat d’une seule expérience donc ça 

nécessite d’être confirmé prochainement. 

4) CTIP2 et les enzymes de l’épigénétique 

CTIP2 est un facteur de transcription cellulaire connue pour être impliqué dans la régulation 

des phénomènes épigénétiques. CTIP2 est connu pour être impliqué dans le recrutement d’un 

complexe multi-enzymatique composé des protéines HDAC1, HDAC2, SuV39H1(Marban et 

al., 2007). De plus, nous avons montré précédemment qu’il existe une régulation épigénétique 

au niveau du promoteur de l’IL-17A dans les cellules infectées par T. gondii.  Dans ce cadre, 

nous avons voulu tester l’effet de ces enzymes induisant des modifications épigénétiques sur 

l’activité du promoteur IL-17A et d’une éventuelle synergie avec le facteur CTIP2. 

Dans un premier temps, les cellules microgliales ont été co-transfectées par le plasmide IL-

17A-Luc auquel a été ajouté le plasmide Flag-CTIP2 ou Flag-HDAC1 ou Flag-HDAC2 ou sh-
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CTIP2 ou sh-HDAC1 ou sh-HDAC2 à différentes doses, seuls ou en association (Figures 6 et 

7). 
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Figure 6 : Activité du promoteur IL-17A dans les cellules co-transfectées avec le plasmide IL-

17A-Luc et les plasmides Flag-CTIP2 et/ou Flag-HDAC1/2. Les cellules microgliales sont co-

transfectées avec 0.5μg de plasmide IL-17A-luc et une dose réponse du plasmide d’intérêt. Les cellules 

sont récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de protéines dosée 

par la méthode de Bradford. Les expériences ont été réalisées en triplicat (pcDNA3 : plasmide vide). 

L’efficacité de transcription et d’expression des vecteurs Flag-HDAC1 et Flag-HDAC2 a été contrôlée 

par Western Blot. 

Nos résultats montrent une synergie d’action entre CTIP2 et HDAC2 qui réprime l’activité du 

promoteur de l’IL-17A de manière dose dépendante. Cependant, le facteur HDAC1 ne semble 

pas inhiber l’activité promotrice IL-17A. 
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Figure 7 : Activité du promoteur IL-17A dans les cellules co-transfectées avec le plasmide IL-

17A-Luc et les plasmides sh-CTIP2 et/ou sh-HDAC1/2. Les cellules microgliales sont 

cotransfectées avec 0.5μg de plasmide IL-17A-luc et 2µg du plasmide sh-CTIP2 ou sh-HDAC1/2. Les 

cellules sont récoltées après 48 heures et les résultats sont exprimés par rapport à la quantité de 

protéines dosée par la méthode de Bradford et normalisés par rapport au contrôle correspondant. Les 

expériences ont été réalisées en triplicat (sh-contrôle : plasmide vide). 

Nos résultats confirment la synergie d’action observée précedemment entre CTIP2 et 

HDAC2. De plus, l’inhibition de HDAC1 induit une augmentation significative de l’activité 

du promoteur du gène de l’IL-17A mais cette activité ne semble pas être synergique avec la 

protéine CTIP2. 

 

Dans un deuxième temps, les cellules microgliales ont été co-transfectées par le plasmide IL-

17A-Luc auquel a été ajouté le plasmide Flag-CTIP2 ou GFP-Suv39H1 à différentes doses 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Activité du promoteur IL-17A dans les cellules co-transfectées avec le plasmide IL-

17A-Luc et les plasmides Flag-CTIP2 et/ou GFP-Suv39H1. Les cellules microgliales sont co-

transfectées avec 0.5μg de plasmide IL-17A-luc et une dose réponse du plasmide Flag-CTIP2 ou GFP-

Suv39H seuls ou en association. Les cellules sont récoltées après 48 heures et les résultats sont 

exprimés par rapport à la quantité de protéines dosée par la méthode de Bradford. Les expériences ont 

été réalisées en triplicat (pcDNA3 : plasmide vide). 

On constate une diminution de l’activité du promoteur du gène de l’IL-17A en présence du 

plasmide Suv39H1. De plus, il existe une synergie d’action entre CTIP2 et Suv39H1. 

Ces résultats suggèrent donc la présence d’une régulation épigénétique induite par les 

protéines HDAC1, HDAC2 et Suv39H1 qui seraient recrutées au niveau du promoteur du 

gène de l’IL-17A par le facteur de transcription CTIP2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

148 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSION& 

PERSPECTIVES 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

149 
 

Dès lors que l’Homme est infecté par T. gondii, il héberge le parasite sous une forme latente 

toute sa vie, dans des organes cibles dont l’œil et le cerveau. Ces formes latentes, sont 

inaccessibles aux traitements usuels, et peuvent se réactiver provoquant des complications 

redoutables comme la toxoplasmose oculaire chez un hôte immunocompétent et la 

toxoplasmose cérébrale chez un hôte immunodéprimé comme dans le cas d’infection par le  

VIH. Cette capacité qu’il a à établir une infection chronique est liée à sa faculté de modifier 

les fonctions de la cellule-hôte, comme la réponse immunitaire, les voies de signalisation de 

l’apoptose ou encore l’organisation de certains organelles intracellulaires (mitochondrie, 

réticulum endoplasmique). Ces modifications de la cellule-hôte lui permettent d’entretenir un 

environnement adéquat à sa prolifération. 

Afin de moduler les voies de signalisation de la cellule hôte, T. gondii secrète lors de la phase 

d’invasion des protéines contenues dans des organelles sécrétoires spécifiques, les rhoptries. 

Parmi ces protéines, ROP16 est intéressante car : i) il s’agit d’une sérine-thréonine kinase 

capable d’activer et d’induire la phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription 

cellulaires et dans ce cadre des travaux récents de notre laboratoire ont identifié la protéine 

ROP16 comme étant un activateur majeur du facteur de transcription UHRF1 (Sabou et al., 

2019) ; ii) elle a également une localisation nucléaire ; iii) elle est polymorphique et est 

associée à la virulence du parasite (Saeij et al., 2007).  

La virulence de la souche parasitaire infectante joue un rôle majeur dans le déclenchement et 

la vigueur de la réponse immunitaire intraoculaire de l’hôte infecté. Par exemple, en 

Amérique du Sud, des formes plus graves de la toxoplasmose oculaire sont observées, cette 

gravité accrue étant probablement liée à la présence de souches parasitaires plus virulentes 

qu’en Europe ainsi qu’une susceptibilité génétique plus élevée vis-à-vis de l’infection. Les 

lésions rétiniennes sont dues d’une part à la prolifération parasitaire qui induit la lyse des 

cellules infectées, d’autre part à la réponse inflammatoires de l’hôte ainsi qu’aux phénomènes 

d’auto-immunité (Gaddi and Yap, 2007; Garweg and Candolfi, 2009; Jones et al., 2006b).  

Pour proliférer et persister au sein d’une cellule-hôte, le parasite est capable de moduler un 

certain nombre de voies de signalisation (apoptose, réponse immunitaire…) et de facteurs de 

transcription (UHRF1, NF-κB, STAT3…). UHRF1 est un facteur de transcription cellulaire 

modulé par le parasite lors de l’infection toxoplasmique. Des travaux  précédemment réalisés 

au sein de notre laboratoire ont montré qu’il est indispensable à la prolifération parasitaire et 

qu’il est un élément central dans la régulation de l’expression des gènes des cellules infectées 

(Brunet et al., 2008). En effet, dans la lignée des cellules trophoblastiques BeWo infectées par 

la souche RH de T. gondii, le parasite est capable d’activer UHRF1 et d’augmenter son 

expression protéique. Ce ci provoque une dérégulation du cycle cellulaire via l’inhibition du 

gène de la cycline B1 et un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M. Les études menées sur les 

micro-organismes intracellulaires altérant le cycle des cellules infectées sont nombreuses. Ce 

phénomène est particulièrement observé chez les virus et notamment le VIH-1. L’infection 

par ce virus induit un arrêt du cycle en phase G2/M ce qui induit une meilleure réplication 

virale (He et al., 1995). Dans le groupe protozoaire, un autre parasite, Leishmania spp. est 

connu pour induire l’arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1 (Kuzmenok et al., 2005). 

En dehors du gène de la cycline B1, les gènes cibles d’UHRF1 demeurent peu connus. 

Cependant, lors d’une étude par BioPlex, il a été montré qu’UHRF1 régule une cytokine pro-

inflammatoire retrouvée dans la majorité des cas de toxoplasmose oculaire : l’IL-17A (résultat 
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interne). Au vu de l’importance de cette dernière dans la toxoplasmose oculaire, nous nous 

sommes intéressés aux mécanismes de sa régulation.  

Des travaux réalisés  précédemment sur des modèles humains et murins de TO ont permis de 

mettre en évidence le rôle délétère de la réponse Th17, médiée par la sécrétion d’IL-17A. Le 

rôle de ces cellules est particulièrement notable dans la régulation de la TO. En effet, cette 

production d’IL-17A est en partie régulée par la production d’IL-27 (Gaddi and Yap, 2007). 

Des expériences menées sur des souris dépourvues du gène qui code pour le récepteur de l’IL-

27 ont montré une évolution clinique très sévère avec une production d’IL-17A proéminente 

(Stumhofer et al., 2006). Chez les souris déficientes pour le récepteur à l’IL-17A, l’infection 

se caractérise par une nette diminution de l’inflammation locale, une augmentation de la 

survie et une diminution du nombre de kystes chez les animaux infectés. Cependant, la 

régulation de la production d’IL-17A est source de nombreuses questions. La production 

d’IL-17A sous la dépendance de l’IL-23 implique les voies de signalisation médiées par 

STAT3 et NF-B (Aggarwal et al., 2003). Néanmoins, la régulation et l’expression de ces 

facteurs dans les cellules non lymphocytaires restent largement méconnues. 

Dans la première partie de ce travail, nous avons étudié la régulation de l’expression de l’IL-

17A en fonction du type cellulaire et de la virulence de la souche parasitaire. Nous avons 

montré que l’infection par T. gondii induit une activation rapide et transitoire du promoteur du 

gène de l’IL-17A. L’intensité et le profil de cette activation est variable en fonction de la 

lignée cellulaire. De plus, les expériences réalisées à l’aide de trois souches de virulences 

variables (RH, PRU, LEF) ont montré que l’IL-17A est modulé différentiellement selon le 

type de souche concernée. Ayant observé une différence significative dans l’activation du 

promoteur de l’IL-17A en fonction de la virulence de la souche, on s’est posé la question à 

savoir si la protéine polymorphique parasitaire ROP16, qui est elle-même connue pour être 

impliqué dans la virulence, est à l’origine de cette différence observée. Ainsi, nous avons 

comparé l’effet d’une souche RH délétée pour le gène qui code pour la protéine ROP16 par 

rapport à la souche RH sauvage. Nos résultats montrent que l’activation du promoteur de l’IL-

17A est inhibée en l’absence de la protéine ROP16 ce qui suggère que la kinase ROP16 est 

indispensable à l’activation de l’IL-17A et souligne l’importance des facteurs de virulence tels 

que ROP16 dans la physiopathologie oculaire. 

Nous avons voulu ensuite approfondir l’exploration du rôle de ROP16 en utilisant une souche 

modifiée de T. gondii, la souche de type II ROP16 I et qui correspond à une souche de type II 

au sein de laquelle a été introduit le gène qui code pour une protéine ROP16 de type I à la 

place du gène de la protéine ROP16 de type II. Les effets de cette mutation sur l’IL-17A ont 

été comparés à ceux obtenus avec les souches sauvages de type I (RH) et de type II (PRU). 

Les résultats de cette expérience nous montrent que l’expression d’une protéine ROP16 

provenant d’une souche de type I par une souche de type II induit une très forte activation du 

promoteur de l’IL-17A, ce qui suggère que ROP16 à elle seule ne permet pas d’expliquer les 

différences d’activation du promoteur IL-17A observées entre les trois souches. D’autres 

effecteurs parasitaires pourraient être impliqués dans cette régulation comme par exemple la 

protéine parasitaire ROP18 de par son action sur les IRGs (Fentress et al., 2010). Ainsi, il 

serait intéressant d’explorer l’implication de la protéine ROP18 dans l’activation du 

promoteur IL-17A par des expériences de luciférase en utilisant une souche de type I délétée 

du gène qui code pour la protéine ROP18. 
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Des études sur l’inflammation intestinales ont montré qu’une souche de type IIROP16I est 

incapable de déclencher l’inflammation intestinale (Robben et al., 2004). Or, nos résultats 

montrent que la protéine ROP16 de type I est un réel facteur de virulence. Elle induit une 

augmentation de la cytokine pro-inflammatoire IL-17A quel que soit le génotype de la souche 

dans laquelle elle se trouve. Lorsque cette protéine ROP16 I se trouve dans un génotype II, la 

réponse immunitaire s’en trouve fortement accrue. Avec la souche PRU-ROP16I, l’activation 

du promoteur du gène de l’IL-17A dépasse celle d’une souche de type I. La protéine ROP16 I 

semble influencer considérablement la réponse inflammatoire oculaire, notamment la 

production de cytokines nécessaires au recrutement des cellules immunitaires au site de 

l’infection. Cependant, la présence de ROP16 I dans une souche de type II aggrave également 

les modifications de la structure rétinienne et donc les lésions, tandis que dans une souche de 

type I la structure de la rétine est faiblement modifiée (Rochet et al., 2019). 

Ainsi, l’introduction d’une protéine de virulence telle que ROP16 I dans le génome d’une 

souche de type II peu virulente accentue ses propriétés inflammatoires et délétères pour l’œil. 

De plus, il est intéressant de noter que les souches atypiques sud-américaines sont issues de 

recombinaisons génétiques entre des parasites de génotypes différents, ce qui explique la 

gavité et l’importance de la TO sur ce continent par rapport à celle observée en Europe. 

Les résultats quant à la recherche de l’IL-17A par Western Blot ne sont pas présentés ici car 

sont totalement négatifs. L’absence de l’expression protéique de l’IL-17A en Western Blot 

pourrait être expliquée par une très faible production d’IL-17 par les cellules ou l’absence de 

stabilisation de la protéine ou par une dégradation de celle-ci par le protéasome par exemple. 

Pour vérifier cette dernière hypothèse, nous pourrions analyser l’ubiquitinylation de l’IL-17A 

dans ce contexte et regarder l’expression de l’IL-17A en présence d’un inhibiteur du 

protéasome (MG132 par exemple). 

Les résultats de ce travail de thèse ont été obtenus avec une souche virulente de type I de T. 

gondii. Or, la majorité des souches isolées en Europe appartiennent à la ligné clonale de type 

II et ces souches diffèrent entre autre par leur virulence chez la souris (Saeij et al., 2006). 

Ainsi, les différences d’activation du promoteur de l’IL-17A observées peuvent s’expliquer 

par la capacité variable de ces souches à moduler les voies de signalisation de la cellule-hôte. 

En effet, la souche RH de type I possède une protéine ROP16 capable d’activer de façon 

constitutive les voies de signalisation STAT3, STAT6, inhibant la production de l’IL-12 (Ong 

et al., 2010; Saeij et al., 2006). Dans cette souche, la protéine de granule dense GRA15 est 

incapable d’activer la voie de signalisation NF- B et d’initier une réponse immunitaire au 

sein de la cellule-hôte, alors que la souche de type II induit une activation transitoire des 

facteurs STAT3, STAT6 ainsi qu’une activation rapide de la voie NF-B conduisant à une 

production accrue d’IL-12 et à un meilleur contrôle de la réplication parasitaire. Ce 

mécanisme serait l’un des facteurs de virulence des souches de T. gondii. Nous pourrions 

donc élargir notre étude afin d’explorer l’impact de GRA15 sur l’expression d’IL-17A en 

utilisant des souches parasitaires Knock-out pour le gène codant la protéine GRA15 ou en 

utilisant des plasmides codant pour cette protéine. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à l’implication du facteur de 

transcription UHRF1 dans la régulation de l’IL-17A. En effet, une étude préliminaire 

effectuée au laboratoire par Bio-Plex avait permis de mettre en évidence l’implication 

d’UHRF1 dans la régulation de certaines cytokines dont l’IL-17A. UHRF1 est un facteur 
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cellulaire dont l’activité est modulée lors de l’infection parasitaire et varie en fonction de la 

virulence des souches. Dans les cellules BeWo infectées par la souche RH de type I, nous 

avons montré le recrutement d’UHRF1 sur le promoteur de l’IL-17A. Cependant, les sites de 

fixation d’UHRF1 sur le promoteur de l’IL-17A ne sont pas connus à l’heure actuelle et 

restent à déterminer. Des expériences impliquant des transfections par des mutants d’IL-17A 

tronqués à différentes longueurs du promoteur suivies de ChIP avec un anticorps anti-UHRF1 

pourraient être envisagées. De plus, il serait intéressant d’étudier la cinétique de recrutement 

d’UHRF1 sur le promoteur IL-17A lors de l’infection par une souche de type II (PRU), plus 

fréquente en Europe. 

Nous avons poursuivi l’étude de la modulation de l’IL-17A et sa régulation par le facteur 

UHRF1 dans le cadre de l’infection toxoplasmique en évaluant l’impact des autres facteurs de 

transcription cellulaires sur cette régulation afin de déterminer les mécanismes d’action 

impliqués. Parmi les facteurs de transcription cellulaires qui sont connus pour être activés par 

le parasite et pour se fixer sur le promoteur de l’IL-17A, nous avons sélectionné les facteurs 

STAT3, STAT5 et NF-B. Il est important de savoir si ces facteurs de transcription jouent 

également un rôle dans la modulation de l’activité du promoteur UHRF1. Notre hypothèse est 

que la régulation de l’IL-17A par UHRF1 implique l’action de ces facteurs cellulaires et pour 

vérifier cette hypothèse, nous avons exploré par des techniques de gene silencing et de 

système luciférase l’action de STAT3, STAT5 et NF-B sur le promoteur UHRF1. Nous 

avons montré que les facteurs STAT3 et STAT5 ne modifiaient pas l’activité du promoteur 

UHRF1 alors que le facteur NF-B semble l’activer à partir de 6 heures post-infection. En 

effet, NF-B possède des sites de fixation sur le promoteur UHRF1 et induit son activation 

(Thèse de sciences de Ghaidaa KANJO, 2014). Parallèlement, nous avons exploré l’action de 

STAT3 et STAT5 sur le promoteur de l’IL-17A. Dans les cellules T, il a été montré que 

STAT3 et STAT5 entrent en compétition au niveau de leurs sites de fixation sur la séquence 

promotrice de l’IL-17A et que STAT3 était caractérisé comme étant un régulateur positif, 

alors que STAT5 était caractérisé comme étant un régulateur négatif de l’IL-17A (Chen et al., 

2006; Gaffen, 2011; Laurence et al., 2007; Whitley et al., 2018). Nos résultats confirment en 

partie ces observations. En effet, nous n’avons pas observé de différence significative au 

niveau de l’activité promotrice en présence et en absence de STAT3.  

En ce qui concerne le facteur STAT5, son inhibition par un shRNA induit une augmentation 

significative de l’activité du promoteur IL-17A à 6 heures post-infection. Ces résultats 

confirment le rôle inhibiteur de STAT5 sur le promoteur de l’IL-17A mais seulement à 6 

heures d’infection, et contrairement à ce qui a été décrit dans la littérature, STAT3 ne semble 

pas activer le promoteur du gène de l’IL-17A. Cette différence observée pourrait s’expliquer 

par la différence de lignées cellulaires puisque nos résultats ont été obtenus dans la lignée 

trophoblastique BeWo alors que dans les études réalisées précédemment les résultats ont été 

obtenus dans les cellules T. De plus, nos expériences ont été réalisées en condition 

d’infection, par conséquent, la présence du parasite dans la cellule pourrait jouer un rôle dans 

l’action de ces facteurs de transcription sur le promoteur IL-17A. Pour vérifier cette 

hypothèse, nous avons étudié par système luciférase l’action de STAT3 et STAT5 sur le 

promoteur du gène de l’IL-17A en dehors de l’infection toxoplasmique en utilisant des shRNA 

de ces facteurs. Nous avons obtenu les mêmes résultats que ceux observés dans la littérature. 

En effet, l’inhibition de STAT3 par un shRNA induit une diminution  de l’activité du 

promoteur IL-17A alors que l’inhibition de STAT5 par un shRNA induit une augmentation de 
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l’activité promotrice. Ces résultats suggèrent que l’effet de STAT3/STAT5 est influencé par 

le parasite. 

Dans la suite de ce travail, nous nous sommes intéressés à l’étude de la modulation de la 

liaison d’UHRF1 au promoteur IL-17A. En effet, nous avons montré qu’UHRF1 se lie au 

promoteur de l’IL-17A et le régule négativement mais la nature de cette interaction reste 

méconnue et pourrait faire intervenir d’autres facteurs de transcription cellulaires et 

notamment, les facteurs STAT3, STAT5 et NF-B. Par des techniques d’immunoprécipitation 

de la chromatine associées à des PCR quantitatives, nous avons montré que ces facteurs ne 

modifiaient pas la liaison d’UHRF1 sur le promoteur IL-17A et par conséquent, un autre 

mécanisme serait impliqué dans la modulation de la liaison du facteur UHRF1 au promoteur 

IL-17A. 

UHRF1 est un facteur de transcription cellulaire, connu pour être impliqué dans la régulation 

des phénomènes épigénétiques via la modification des histones et la méthylation de l’ADN 

(Arita et al., 2008; Bostick et al., 2007). La méthylation de l’ADN étant un mécanisme 

épigénétique utilisé pour inactiver certains gènes. Jusqu’à présent, UHRF1 était étudié 

uniquement dans le domaine oncologique où il a été montré qu’il recrute un complexe 

protéique impliqué dans le gene silencing (Alhosin et al., 2016; Saidi et al., 2017). Dans une 

étude récente, l’expression élevée d’UHRF1 a été associée à des métastases tumorales  (Hu et 

al., 2019). Dans le cadre de l’infection toxoplasmique, UHRF1 a été identifié comme un  

régulateur négatif du promoteur du gène de la cycline B1 en induisant des modifications 

épigénétiques. De plus, Sabou et al., ont identifié par spectrométrie de masse les acteurs du 

complexe multienzymatique recrutés par UHRF1 sur le promoteur de la cycline B1. Ainsi, il a 

été montré qu’UHRF1 interagit avec les enzymes HDAC1, HDAC2, DNMT1 et G9a qui sont 

impliquées dans la modulation des phénomènes épigénétiques.  

Afin d’explorer le mécanisme permettant à UHRF1 d’induire une régulation négative du gène 

de l’IL-17A, nous avons d’abord voulu vérifier si les enzymes d’intérêt impliquées dans les 

modifications épigénétiques étaient recrutées par le facteur UHRF1 au niveau du promoteur 

IL-17A. Pour ce faire, nous avons montré par immunoprécipitation de la protéine UHRF1 le 

recrutement des enzymes HDAC1 et HDAC2 pendant les temps précoce de l’infection et le 

recrutement de G9a et DNMT1 pendant les temps tardifs de l’infection.  

Les modulations épigénétiques peuvent impliquer des modifications des histones entre autre 

par acétylation ou par méthylation. Afin de mettre en évidence ce type de modifications sur 

les histones du promoteur du gène de l’IL-17A, nous avons réalisé une immunoprécipitation 

de la chromatine par des anticorps anti-histone H3 méthyldes anticorps anti-histone H3 

acétylée (H3Ac). Nous avons alors montré la présence d’une méthylation de l’histone H3 à 6 

heures et 12 heures d’infection et une acétylation de l’histone H3 après 1 heure d’infection. 

Ces modifications favoriseraient l’établissement d’un environnement hétérochromatinien au 

niveau du promoteur du gène d’intérêt, ce qui conduit à son inactivation et favoriserait la 

survie et la prolifération intracellulaire du parasite. Par ce mécanisme de méthylation de 

l’ADN, UHRF1 est impliqué dans l’inhibition d’un grand nombre de gènes suppresseur de 

tumeurs et notamment, les gènes RB1 et BRCA1 (Jeanblanc et al., 2005; Jin et al., 2010). 

A notre connaissance, T. gondii est le seul parasite pour lequel une régulation épigénétique de 

la cellule-hôte a été démontrée. Cependant, la méthylation de l’ADN a déjà été décrite pour 

d’autres agents infectieux tels que Pseudomonas syringae et Wolbachia pipientis (Gómez-
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Díaz et al., 2012). Certains virus sont aussi connus pour induire une méthylation de certains 

gènes de l’hôte afin de supprimer la réponse immunitaire de l’hôte, c’est le cas du VIH-

1(Chéné et al., 2007; Marban et al., 2007) et du virus de l’hépatite B (Zheng et al., 2009).  

Nos résultats ont été obtenus dans un modèle cellulaire trophoblastique impliqué dans la 

transmission trans-placentaire du parasite lors d’une toxoplasmose congénitale. Dans 

l’organisme humain, le parasite persiste au sein d’organes immunologiquement privilégiés 

comme l’œil, le cerveau ou les muscles. Nos résultats doivent être confirmés sur un modèle 

cellulaire adapté à la latence du parasite, comme les astrocytes, les cellules de Müller ou les 

cellules microgliales. De plus, un modèle d’infection murin serait également intéressant pour 

notre compréhension puisque l’étude de la modulation de notre cytokine devrait être 

envisagée dans un environnement in vivo plus représentatif. Enfin, cette étude devrait 

également être étendue aux souches sud-américaines hautement pathogènes et variables, 

responsables de formes sévères de TO. 

Dans la deuxième partie de cette thèse, nos travaux se sont focalisés sur l’étude de la 

régulation de l’IL-17A par un autre facteur de transcription cellulaire, CTIP2. CTIP2 est 

connu pour son implication dans la régulation du VIH-1. En effet, CTIP2 induit la répression 

de la transcription des gènes du VIH-1 en recrutant un complexe multienzymatique composé 

des protéines HDAC1, HDAC2 et SuV39H1, qui constituent une cible potentielle dans le 

cadre d’une stratégie de régulation épigénétique de la cellule-hôte (Marban et al., 2007). Dans 

les cellules microgliales, nous avons montré que le facteur de transcription CTIP2 induit 

également la répression de la transcription du gène de l’IL-17A. Cette répression semble être 

dose-dépendante et fait intervenir d’autres effecteurs protéiques, HDAC1, HDAC2 et 

SuV39H1. Il sarait interessant d’identifier les autres effecteurs cellulaires impliqués dans cette 

régulation et notamment le rôle du facteur LSD1 qui est connu pour intéragir avec le facteur 

CTIP2 afin d’induire le gene silencing du VIH-1 (Le Douce et al., 2012). De plus, dans une 

étude récente sur un modèle murin de polyarthrite rhumatoïde, il a été montré que l’inhibition 

de LSD1 induisait une augmentation de la synthèse d’IL-17 (Liu et al., 2018). Cependant, il 

reste à déterminer si cette inhibition se fait directement via le recrutement de CTIP2 sur le 

promoteur du gène de l’IL-17A.  

Dans les cellules Treg, le déficit en CTIP2 induit un déficit en Foxp3 et en IL-10 et par 

conséquent une augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que l’INF-y et l’IL-17. 

Cependant, il n’a pas été montré si cette augmentation des cytokines pro-inflammatoires est 

liée au déficit de Foxp3 ou directement à l’action répressive de CTIP2 sur l’expression de ces 

gènes (Vanvalkenburgh et al., 2011). 

Nos résultats préliminaires suggèrent la présence d’une synergie d’action entre CTIP2 et 

UHRF1. De nouvelles investigations seront nécessaires afin de déterminer si ces deux facteurs 

de transcription coopèrent pour leur action au niveau du promoteur de l’IL-17A. Cependant, il 

est maintenant clair que CTIP2 et UHRF1 sont impliqués dans l’inactivation de la 

transcription du gène de l’IL-17A. 

Par ailleurs, des données récentes obtenues dans des lymphocytes T font état du recrutement 

d’un complexe multienzymatique ayant des activités déacétylase et méthyltransférase au 

niveau du promoteur du VIH-1. Ce complexe est associé à des modifications épigénétiques 

considérées comme des marques répressives, avec notamment la triméthylation de la lysine 9 

de l’histone H3 (Chéné et al., 2007; Marban et al., 2007). 
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Ce contrôle épigénétique de la structure de la chromatine est ainsi très important et constitue 

un moyen de régulation de l’expression des gènes en général, et de la latence parasitaire en 

particulier. La compréhension des mécanismes moléculaires contrôlant l’établissement et le 

maintien de la latence cellulaire du parasite est donc indispensable étant donné les importantes 

implications thérapeutiques qui en découlent. 

L'IL-17A est désormais une cible majeure pour une gamme d'anticorps monoclonaux utilisés 

en thérapeutique, tels que le secukinumab, l'ixekizumab et le brodalumab qui sont impliqués 

dans le traitement de maladies auto-immunes comme le psoriasis et la spondylarthrite 

ankylosante (Chen et al., 2020; Kurschus and Moos, 2017).Par ailleurs, dans un modèle 

expérimental murin de toxoplasmose oculaire, l’administration d’anticorps anti-IL-17A limite 

la prolifération parasitaire et diminue l’inflammation en antagonisant la voie Th17 et en 

stimulant la voie Th1. Ce résultat souligne le rôle crucial que joue l’IL-17A dans la 

toxoplasmose oculaire et révèle de nouvelles approches thérapeutiques in vivo en réprimant la 

voie inflammatoire Th17 (Sauer et al., 2012). 

A ce stade, de nombreuses expériences sont encore à réaliser pour étoffer la compréhension 

de ce mécanisme de régulation de la voie IL-17. Les expériences de ChIP permettant de 

confirmer le recrutement de CTIP2 sur le promoteur IL-17A sont en cours. Il serait intéressant 

de poursuivre les investigations sur le mécanisme de régulation de l’IL-17A par ce facteur de 

transcription crucial en présene et en absence de T. gondii. Nos résultats suggérant une 

synérgie d’action entre les facteurs CTIP2 et UHRF1 au niveau du promoteur IL-17A sont à 

confirmer par des expériences d’immunoprécipitation.  

Une étude de l’activité du promoteur de l’IL-17A avec les différentes souches parasitaires sud-

américaines sur des cellules rétiniennes, comme les microglies, est à prévoir. Deux de ces 

souches dites atypiques, la RUB et la VAND, ont été étudiées par notre équipe sur un modèle 

murin. Cependant, cette étude n’a pas été poursuivie du fait de la variabilité de ces souches en 

culture cellulaire, ce qui a engendré des problèmes de reproductibilité des expériences. Ces 

problèmes techniques nécessitent des investigations complémentaires afin de maitriser l’usage 

de ces souches sauvages. De plus, une autre cytokine pro-inflammatoire produite par les 

cellules Th17, l’IL-17F, possède 50% d’homologie avec l’IL-17A et peut avoir les mêmes 

fonctions que celle-ci. Le rôle de l’IL-17F dans la TO devra donc être examiné 

prochainement.  
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Régulation différentielle de la cytokine inflammatoire IL-17A 

dans les cellules infectées par le parasite T. gondii 

 

 

 

Résumé 

La toxoplasmose est une pathologie due à un protozoaire intracellulaire obligatoire, T. gondii, capable de 

moduler diverses voies de signalisation de la cellule hôte afin de se multiplier et d’échapper au système 

immunitaire. Cependant, des formes cliniques sévères telles que la toxoplasmose oculaire s’expliquent 

par une réponse inflammatoire excessive. La cytokine inflammatoire IL-17A a été identifiée comme 

marqueur de sévérité de la maladie. Les patients sud-américains présentent des formes plus graves de 

toxoplasmose oculaire que les patients européens, en raison de l'existence de souches plus virulentes de 

T. gondii en Amérique du Sud. Cette différence de virulence des souches conduit à des profils de 

cytokines très différents. Par ailleurs, l’invasion parasitaire est associée à l’activation d’UHRF1, 

entraînant des modifications dans les cellules infectées, et de façon souches-dépendantes. UHRF1 a un 

rôle prédominant dans la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, les modifications épigénétiques et la 

cancérogénèse. Cependant, les mécanismes de régulation de l'IL-17A in vitro sont encore inconnus. Dans 

cette étude menée dans un modèle cellulaire in vitro nous avons montré que la régulation du gène de l’IL-

17A dans les cellules infectées par T. gondii dépond du type cellulaire et de la souche parasitaire. Cette 

régulation souche-dépendante est modulée par la protéine polymorphique ROP16. Le facteur de 

transcription UHRF1 est surexprimé dans les cellules infectées par T. gondii via l'action de ROP16 et 

d'autres protéines parasites, mais le mécanisme d'action demeure inconnu. De plus, nos résultats montrent 

que l'activation du promoteur IL-17A est contrôlée par une modulation épigénétique pouvant impliquer 

des modifications des histones, par acétylation ou méthylation. Ces phénomènes épigénétiques pourraient 

être dus au recrutement d'enzymes telles que les HDAC, les DNMT et le G9a via UHRF1. Les 

connaissances acquises par cette étude pourront nous permettre de développer de nouvelles thérapies 

ciblant la cytokine IL-17A afin de contrecarrer ses effets inflammatoires dans la TO. 
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Abstract 

Toxoplasmosis is caused by an obligate intracellular protozoan, Toxoplasma gondii, which is capable of 

modulating various signaling pathways of the host cell in order to multiply and to evade the immune 

response. However, severe clinical forms like ocular toxoplasmosis (OT) are explained by an excessive 

inflammatory response. The inflammatory cytokine IL-17A has been identified as a marker of disease 

severity. South American patients have more severe forms of ocular toxoplasmosis than European 

patients, due to the existence of more virulent T. gondii strains in South America. This difference in the 

virulence of the strains leads to markedly different cytokine profiles. However, the mechanisms of IL-

17A regulation in vitro are still unknown. During this work, we show that the regulation of the IL-17A 

promoter in infected cells varies according to cell type and parasite strain. This strain-dependent 

regulation is modulated by the polymorphic protein ROP16. Furthermore, the transcription factor UHRF1 

is overexpressed in cells infected with T. gondii via the action of ROP16 and other parasite proteins, but 

the mechanisms of action are still unknown. In addition, our preliminary results show that the activation 

of the IL-17A promoter is controlled by epigenetic modulation that may involve histone modifications, by 

acetylation or methylation. These epigenetic phenomena could be due to the recruitment of enzymes such 

as HDACs, DNMTs and G9a via UHRF1. The knowledge acquired by this study will allow us to develop 

new therapies targeting the IL-17A cytokine in order to counter its inflammatory effects in OT. 

Keywords : Toxoplasma gondii, IL-17A, ROP16, UHRF1, epigenetic regulation 

 

 


