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Mécanismes cellulaires et moléculaires TLR9-dépendants activés par  
Toxoplasma gondii dans le système lymphoïde associé à la muqueuse intestinale. 
 
 
Lors de l’infection orale par le parasite T. gondii, la réponse immunitaire intestinale fait 
intervenir des acteurs cellulaires et moléculaires initiateurs de l’inflammation servant à 
combattre l’infection. Cette réponse inflammatoire requiert l’intervention de mécanismes 
immuno-régulateurs pour permettre le maintien de l’homéostasie intestinale. 
 
Nous avons étudié le rôle du TLR9 dans l’initiation de la réponse immunitaire à T. 
gondii. Ce récepteur de l’immunité innée est largement distribué dans le système 
lymphoïde associé à la muqueuse intestinale, à la fois par les cellules constituant la 
barrière épithéliale et dans la lamina propria. L’expression du TLR9 est requise dans ces 
différents compartiments pour initier une réponse immunitaire protectrice contre 
l’infection par T. gondii. L’activation des voies de signalisation du TLR9, par la 
reconnaissance directe de motifs moléculaires exprimés par T. gondii, induit la 
production d’interférons (IFNs) de type I α et β dans l’intestin grêle des souris infectées. 
Ces cytokines stimulent la production de Cryptdines (Crp-3 et -5) par les cellules de 
Paneth et leur libération dans la lumière intestinale. Au-delà de leur activité anti-
microbienne, les Crps participent au recrutement de lymphocytes T CD4+ producteurs 
d’IFN-γ en renforçant la production de chimiokines inflammatoires comme CCL2, CCL3 
et CCL5. Dans la lamina propria, les cellules dendritiques initient la réponse 
inflammatoire au parasite par des mécanismes TLR9-depéndants. L’engagement de ce 
récepteur par T. gondii polarise la réponse immunitaire au parasite, induite par les 
cellules dendritiques, vers un profil Th1. 
 
Les lymphocytes B, bien qu’exprimant le TLR9, ne participent pas à l’initiation de la 
réponse inflammatoire à T. gondii. En revanche consécutivement à l’infection orale par le 
parasite, les cellules B activées amplifient d’une part le recrutement de cellules T CD4+ 
dans la lamina propria par la production de la chimiokine CCL3. D’autre part renforcent 
la production de la cytokine inflammatoire IFN-γ, par les cellules T effectrices, par des 
interactions de contact faisant intervenir leur TNF-α membranaire. La réponse 
immunitaire à T. gondii dégénère chez les souris C57BL/6 en iléite létale. Les 
lymphocytes T régulateurs sont naturellement générés au cours de l’infection. La 
sensibilisation des cellules T regs par des antigènes de T. gondii, préalablement à 
l’infection par le parasite, protège dans notre modèle de la génération de l’iléite. Les T 
regs sensibilisés ont une expression renforcée des marqueurs de domiciliation intestinale 
CCR5 et α4β7. Ils rééquilibrent la balance cytokinique dans le système lymphoïde 
associé à la muqueuse intestinale des souris infectées en limitant la production de 
cytokines Th1 par les lymphocytes purifiés de la lamina propria et renforçant leur 
production de cytokines Th2 et Th3. 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

La muqueuse intestinale fournit à la fois une barrière physiologique et immunologique 

contre une grande variété d’éléments antigéniques d’origine microbienne ou alimentaire. 

Malgré la stimulation antigénique permanente du système immunitaire intestinal, la 

réponse immunologique est généralement homéostatique et conduit à un état de tolérance. 

 

L’infection par le parasite Toxoplasma gondii (T. gondii) est asymptomatique chez les 

personnes immunocompétentes, mais génère des troubles neurologiques graves voir 

létaux chez un hôte immunodéprimé. La route naturelle d’infection par T. gondii passe 

par l’ingestion de kystes contenus dans de la viande crue ou mal cuite, ou par la 

contamination féco-orale par des oocystes présents dans les excréments de chats. 

L’intestin constitue donc un point d’entrée de ce parasite chez son hôte. Des études 

réalisées sur des modèles murins ont montré que T. gondii infecte la muqueuse intestinale 

en pénétrant directement dans les cellules épithéliales de l’intestin, puis initie sa 

dissémination dans l’organisme grâce aux cellules dendritiques (CD11c+) de la lamina 

propria qui le véhiculent. 

 

La réponse immunitaire systémique, ou locale dans l’intestin, de souris oralement 

infectées par T. gondii a été intensivement étudiée. Elle se caractérise par la production 

de médiateurs inflammatoires (chimiokines, IFN-γ, oxyde nitrique), tuant le parasite ou 

provoquant son enkystement. Les mécanismes impliqués dans l’initiation de la réponse 

immunitaire au toxoplasme n’ont cependant pas encore été totalement élucidés. Les 

récepteurs Toll-like (TLRs) sont des senseurs microbiens largement distribués dans 

l’intestin grêle, à la fois dans les cellules de la barrière épithéliale et de la lamina propria. 

L’inactivation des voies de signalisation des TLRs rend les souris incapables de contrôler 

l’infection par T. gondii, ce qui indique un rôle prépondérant de ces récepteurs dans la 

reconnaissance du parasite. Nous décrirons dans ce manuscrit les mécanismes 

moléculaires et cellulaires TLR9-dépendants, requis pour initier la réponse immunitaire 

intestinale au toxoplasme. 
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Quand un déséquilibre apparaît dans la régulation de la réponse immunitaire, les 

fonctions de la barrière intestinale sont alors modifiées, conduisant au développement de 

maladies inflammatoires de l’intestin. Les souris C57BL/6 infectées oralement par T. 

gondii ne parviennent pas à contrôler la réponse immunitaire intestinale contre le 

toxoplasme et développent une iléite létale. Cette pathologie, présentant des 

caractéristiques histologiques communes aux maladies inflammatoires de l’intestin chez 

l’homme, se caractérise par un recrutement massif de cellules T CD4+ productrices 

d’IFN-γ dans la lamina propria entraînant une altération de l’intégrité de la barrière 

épithéliale. C’est dans ce modèle d’inflammation aiguë de l’intestin, induite par le 

pathogène T. gondii, que nous étudierons la contribution des cellules B dans 

l’amplification de la réponse inflammatoire contre le parasite. La génération d’une iléite 

létale impliquant un défaut de régulation de la réponse immunitaire, il est important 

d’étudier la génération et la migration des populations cellulaires régulatrices dans le 

système lymphoïde associé à la muqueuse intestinale de souris infectées. Dans la dernière 

partie de ce manuscrit, nous analyserons dans ce manuscrit la physiologie des cellules T 

régulatrices générées lors de l’infection orale par T. gondii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

3



CHAPITRE 1 : L’INTESTIN GRELE 
 

L’intestin grêle s’étend du pylore de l’estomac au côlon. Il est composé de trois parties 

distinctes : le duodénum, segment initial de trajet horizontal chez l’homme, formant un 

angle droit descendant aboutissant au jéjunum puis à l’iléum, portions mobiles repliées 

en une quinzaine d’anses intestinales dans la cavité abdomino-pelvienne.  

 

Les différentes parties de l’intestin grêle sont colonisés par une flore intestinale de 

composition variable en fonction des segments. Bien que l’intestin dans son ensemble 

présente de considérables variations de structure, la paroi du tube digestif garde 

cependant un plan d’organisation histologique conservé divisé en quatre couches 

principales : la muqueuse, la sous muqueuse, la musculaire externe et la séreuse (figure 

1).  

 

Figure 1 : organisation histologique de la paroi intestinale (Stevens, 1993). 
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1.1. La muqueuse intestinale 

 

La structure de l’intestin grêle reflète ses fonctions principales : la digestion de 

macromolécules alimentaires en éléments de faible poids moléculaire, suivie par leur 

absorption. La surface absorbante de l’intestin grêle est largement augmentée par des 

repliements complexes. La muqueuse intestinale est constituée d’une série successive de 

villosités, projections en doigts de gants d’environ 0,5 à 1 mm de long, chacune de ces 

villosités étant entourée d’étroites fosses appelées cryptes de Lieberkühn. La muqueuse 

intestinale se compose de trois couches : l’épithélium intestinal, la lamina propria et la 

muscularis mucosae. 

 

1.1.1. L’épithélium intestinal 

 

L’épithélium intestinal est une monocouche de cellules non hematopoiétiques constituant 

une barrière physique et immunologique entre le milieu extérieur (le lumen) et le milieu 

interne de l’organisme (figure 2).  

 

La surface épithéliale de chaque villosité est constituée en majorité d’entérocytes (50 a 

100 par villosités). Ces cellules sont caractérisées par leur faculté d’absorption, liée à un 

repliement de leur surface apicale en microvillosités disposées parallèlement, de façon 

régulière et constituant un plateau strié visible en microscopie optique. Les entérocytes 

sont liés les uns au autres par des filaments d’actine formant des jonctions serrées 

apicales. En raison de leur exposition permanente à la flore intestinale et aux antigènes 

alimentaires, les entérocytes se renouvellent rapidement (tous les 2 à 3 jours). Distribuées 

de façon sporadique au sein de la monocouche d’enterocytes, les cellules de Goblet ou 

cellules caliciformes contribuent par leur sécrétion de mucus à lubrifier la lumière 

intestinale. Le mucus constitue un maillage glycoprotéique, perméable aux 

macromolécules alimentaires, jouant un rôle essentiel  dans la défense de l’organisme 

face aux bactéries entéropathogènes en limitant leur adhésion à la barrière enterocytaire. 
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La surface de l’épithélium intestinal s’invagine à la base des villosités pour former les 

cryptes de Lieberkühn renfermant peu ou pas de cellules absorbantes. La base des 

cryptes est composée de cellules de Paneth. Ces cellules sont ditribuées de façon 

hétérogène dans l’intestin grêle, elles ont une faible fréquence (5 à 15 par cryptes) dans la 

portion initiale (duodénum et jéjunum) et sont plus fréquentes dans l’iléum (15 à 25 par 

cryptes). Les cellules de Paneth ont une forme pyramidale et ont un cytoplasme rempli de 

larges granules de sécrétion dans leur portion apicale. Elles sont spécialisées dans la 

sécrétion de peptides antimicrobiens, majoritairement les alpha-défensines (ou 

cryptdines), pouvant êtres libérés dans le lumen en réponse à un stress microbien. Les 

cellules de Paneth ont un taux de renouvellement largement inférieur au enterocytes (18 à 

23 jours). Dispersées parmi les cellules de Paneth, les cellules entéroendocrines 

intestinales sécrètent des neuropeptides, notamment la sérotonine impliquée dans la 

motilité intestinale. 

 

À la base des cellules de Paneth se trouvent les cellules souches pluripotentes (4 à 16 

par cryptes) se multipliant activement. Ces cellules souches peuvent se différencier en 

chacune des espèces cellulaires non hematopoiétiques de l’épithélium intestinal et 

migrent vers l’axe cryptovillositaire. Lorsque l’épithélium est détruit par un pathogène ou 

plus généralement par une rupture de l’homéostasie intestinale, les cellules souches se 

multiplient pour remplacer les entérocytes endommagés et de ce fait la longueur des 

cryptes augmente. 
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Figure 2 : morphologie et localisation des populations cellulaires formant l’épithélium 

intestinal (Vacheret N., UCB Lyon). 

 

1.1.2. Le chorion où  lamina propria 

 

La lamina propria est située en dessous de l’épithélium intestinal. Elle est constituée de 

tissu conjonctif : cellules conjonctives, fibres conjonctives et fibres élastiques. Elle est 

parcourue par de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques permettant de nourrir les 

cellules épithéliales et de transporter les macromolécules alimentaires digérées 

(nutriments) et absorbées. La lamina propria contient également des cellules 

hématopoiétiques (lymphocytes, cellules présentatrice d’antigène), libres ou contenues 

dans des nodules lymphatiques, fournissant une ligne de défense contre les germes 

microbiens (et autres agents vecteurs de maladie) franchissant la barrière épithéliale. 
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Les nodules lymphatiques présents dans la lamina propria peuvent former après 

stimulation antigénique des agrégats appelés plaques de Peyer. Ces follicules sont 

composés d’un tissu conjonctif particulièrement riche en lymphocytes T, B, en 

plasmocytes et macrophages. Au centre des plaques de Peyer, une zone appelée 

épithélium associé aux follicules lymphoïdes (FAE), est recouverte par un épithélium  

contenant des cellules entérocytaires spécialisées (cellules M). Ces cellules jouent un rôle 

important dans le passage de l’information antigénique aux structures immunitaires sous-

jacentes et dans les maintiens de l’homéostasie intestinale. 

 

1.1.3. La muscularis mucosae 

 

La muscularis mucosae est constituée de deux couches minces de muscles lisses. Elle 

permet des mouvements localisés de la muqueuse intestinale et des villosités favorisant 

l’absorption des nutriments. Le plan musculaire le plus interne se compose de fibres 

musculaires disposées circulairement, le plan le plus externe est quant à lui composé de 

fibres musculaires longitudinales. 

 

1.2. La sous muqueuse 

 

La sous muqueuse contient des vaisseaux sanguins et des plexi nerveux appelés plexi de 

Meissner. Les fibres nerveuses se projettent dans la muscularis mucosae pour innerver 

ses deux couches de muscles lisses. La sous muqueuse du duodénum contient également 

des glandes tubulo-acineuses dite de Brunner traversant la muscularis mucosae pour 

sécréter du mucus et des bicarbonates, dans le lumen, servant à protéger l’épithélium 

intestinale contre l’environnement acide en sortie de l’estomac. 
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1.3. La musculaire externe 

 

Comme la muscularis mucosae, la musculaire externe comprend deux plans de muscles 

lisses : un plan interne de fibres épaisses circulaires et un plan externe de fibres 

longitudinales. Ces deux plans de fibres musculaires induisent les mouvements 

péristaltiques de l’intestin grêle et sont séparés par le plexi nerveux d’Auerbach. 

 

1.4. La séreuse ou adventitia 

 

L’adventitia est la partie la plus externe de l’intestin grêle. Elle est constituée de plusieurs 

couches d’épithélium. À l’interface entre le tube digestif et la cavité péritonéale, 

l’adventitia est recouverte par un mésenthélium supporté par une fine couche de tissu 

conjonctif. 
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CHAPITRE 2 : ORGANISATIONS DU TISSU LYMPHOÏDE MUQUEUX  

ASSOCIE A L’INTESTIN (GALT) 
 

La muqueuse intestinale représente la plus importante surface de contact entre le monde 

extérieur et le milieu intérieur de l’organisme. Cette large surface de contact, servant à 

optimiser l’absorption de macromolécules alimentaires, est par ailleurs exposée en 

permanence aux risques de l’environnement, les virus, les bactéries, les parasites et les 

toxines qui entrent en contact avec la muqueuse intestinale par le biais de l’alimentation. 

Qui plus est, le lumen abrite une flore intestinale endogène abondante ce qui implique la 

présence de mécanismes de défense capables de distinguer les germes pathogènes 

dangereux de la flore intestinale nécessaire aux fonctions du tube digestif. 

 

La muqueuse intestinale comporte des éléments spécifiques et non spécifiques de défense 

contre les agents infectieux.  Ces éléments s’ordonnent autour des entérocytes, qui 

occupent une position centrale, et concourent à sauvegarder l’intégrité de la barrière 

intestinale. Des tissus lymphoïdes organisés et la barrière épithéliale permettent le 

transport, l’internalisation et la présentation de l’antigène ainsi que l’expansion clonale de 

lymphocytes spécifiques. 

 

Le système lymphoïde muqueux associé à l’intestin (GALT – Gut Associated 

Lymphoid Tissue) est considéré comme le tissu central de la réponse immunitaire de la 

muqueuse de part sa masse, sa capacité à présenter les antigènes et à influencer le 

système immunitaire systémique. Le GALT est morphologiquement et fonctionnellement 

divisé en deux parties (figure 3) : 

- Le tissu lymphoïde organisé composé par les plaques de Peyer et les 

ganglions mésentériques est le site inducteur de la réponse immunitaire. 

- Le tissu lymphoïde diffus représenté par l’épithélium intestinal et la lamina 

propria est le site effecteur de la réponse immunitaire. 
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Figure 3 : représentation schématique des éléments lymphoïdes composant le système 

immunitaire de l’intestin {Mowat, 2003}. 

 

2.1. Les sites inducteurs de la réponse immunitaire de l’intestin 

 

2.1.1. Les plaques de Peyer 

 

Les plaques de Peyer sont distribuées chez la souris tout au  long de  l’intestin grêle. Elles 

sont composées de trois éléments essentiels : les follicules lymphoïdes B (centre 

germinatif) séparés de la lumière intestinale par une simple couche de cellules 

épithéliales associées aux follicules (FAE – Follicule Associated Epithelium), ainsi 

qu’une zone plus diffuse située sous la barrière épithéliale appelée dôme sub-épithélial 

(SED – SubEpithelial Dome). 

 

Le FAE diffère de l’épithélium des villosités par une faible sécrétion d’enzymes 

digestives et des cellules épithéliales ayant une bordure en brosse moins prononcée. Il est 

infiltré par un grand nombre de cellules B et T, de cellules dendritiques et de 
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macrophages. Au centre du FAE, les entérocytes se différencient en cellules spécialisées, 

les cellules M (Microfold), dépourvues de microvillosité à leur pôle apical et très 

invaginées à leur pôle basal. Les cellules M sont capables de transporter des bactéries 

commensales, par un transport vésiculaire transépithélial actif, du lumen vers les cellules 

lymphoïdes intraépithéliales et les tissus lymphoïdes organisés subépithéliaux.  

 

Les follicules B sont entourés par une zone riche en cellules T (TDA – Thymus 

Dependant Area) dans laquelle les hautes cellules endothéliales des veines (HEV – High 

Endotelial Venule) servent de point d’entrée ou de sortie des cellules circulantes. Les 

plaques de Peyer ne possèdent pas de système lymphatique afférent, les déplacements 

cellulaires vers cet environnement lymphoépithélial s’effectuent par voie sanguine via la 

HEV. 

 

Le dôme subépithélial est composé de lymphocytes T et B en constante interaction avec 

les cellules dendritiques. Cette région est un site privilégié à la fois pour l’initiation de 

réponses immunitaires adaptatives cellulaires (T) et humorales (B), mais aussi pour le 

maintien de l’homéostasie intestinale et la tolérisation du système immunitaire face à la 

flore intestinale endogène par exemple. 

 

2.1.2. Les ganglions mésentériques  

 

Les ganglions mésentériques (MLN – Mesenteric Lymph Nodes) représentent à la fois 

les plus grands ganglions lymphatiques de l’organisme et un site unique d’interaction 

entre le système immunitaire périphérique et le GALT. Ils sont constitués de trois régions 

principales : le cortex, le paracortex et la médulla (figure 4). 

 

Le cortex contient des follicules B. De même que pour les plaques de Peyer, les 

follicules B peuvent évoluer en centres germinatifs où les lymphocytes B activées vont 

opérer une maturation pour produire des anticorps. 
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Le paracortex est majoritairement composé de lymphocytes T  pouvant maturer en 

cellules T spécifiques lors de la présentation d’antigènes par des cellules dendritiques 

provenant de la lamina propria. 

 

La medulla est irriguée par de larges vaisseaux sanguins. Elle constituée de cellules 

présentatrices d’antigènes (macrophages, cellules dendritique) ainsi que de 

plasmocytes, cellules B activées ayant compléter la maturation d’affinité de leurs 

anticorps et leur commutation de classe. 

 

Les cellules B et T gagnent les MLN via les HEV. Les cellules dendritiques activées 

provenant de la lamina propria entrent  dans les MLN par les canaux lymphatiques 

afférents. Une fois activés, les plasmocytes et les lymphocytes T quittent les MLN pour 

rejoindre le système immunitaire périphérique via des canaux lymphatiques efférents. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : structure des ganglions mésentériques (Janeway). 
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2.2. Les sites effecteurs de la réponse immunitaire de l’intestin 

 

2.2.1. Les cellules épithéliales 

 

Le tractus gastro-intestinal est délimité par une monocouche de cellules épithéliales. 

L’épithélium fournit à la fois une barrière physiologique et immunologique face à une 

grande variété de microorganismes et de substances étrangères. De manière générale, le 

GALT est homéostatique malgré une considérable charge antigénique contenue dans 

l’intestin. Les entérocytes contribuent au maintien d’un degré d’homéostasie suffisant 

pour minimiser les pertes de fluides et d’électrolytes dans le lumen. Les entérocytes 

disposent également de mécanismes spécifiques de défense permettant de réduire les 

risques d’infections par des agents pathogènes. 

 

2.2.1.1. La barrière physique épithéliale  

 

Les entérocytes forment une barrière perméable et sélective permettant l’absorption des 

nutriments mais prévenant le passage incontrôlé d’antigènes provenant du milieu 

extérieur {Schneeberger, 1992}. L’interaction entre les différents entérocytes repose au 

pôle apical sur la formation de jonctions serrées. Il s’agit d’une succession étroite  

d’interactions entre deux cellules adjacentes médiées par des protéines 

transmembranaires, notamment l’occludine et la claudine-1, ancrées au cytosquelette 

{Farquhar, 1963} {Ando-Akatsuka, 1996} {Furuse, 1998}. Les pôles baso-latéraux des 

entérocytes sont liés par un réseau plus lâche de desmosomes et de jonctions adhérentes 

caractérisé également par des interactions homophiliques d’une protéine 

transmembranaire ancrée au cytosquelette : l’E-cadhérine {Horiguchi, 1994}. 

 

La surface de l’épithélium intestinal est recouverte d’une couche de mucus sécrétées par 

les cellules de Goblet. Il s’agit d’un maillage glycoprotéique (mucines) hydraté, 

perméable aux nutriments mais limitant les interactions entre les cellules épithéliales et le 

contenu de la lumière intestinale. Les mucines peuvent de plus se fixer aux molécules 
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d’adhésion bactériennes empêchant leur contact avec la monocouche épithéliale 

{Specian, 1991}. 

 

La barrière épithéliale repose sur la lame basale, une membrane constituée par un 

assemblage de protéines (laminines et collagène de type IV) et de glycoprotéines 

(héparane sulfate) secrétées par les fibroblastes sous-jacents {Timpl, 1989}. 

 

Les entérocytes sont renouvelés tous les deux à trois jours à partir des cellules souches 

épithéliales migrant vers l’extrémité des villosités. Les cellules de Paneth situées à la base 

des cryptes produisent les agents mitogènes nécessaires à la différenciation de ces 

cellules tel l’EGF (Epidermial Growth Factor), le FGF (Fibroblastic Growth Factor), 

l’HGF (Hepatocyte Growth Factor) {Dignass, 1994} {Dignass, 1994}. L’ITF (Intestinal 

Trefoil Factor) est produit par les entérocytes eux-mêmes et contribue à la migration des 

cellules épithéliale différenciées {Dignass, 1994}. 

 

2.2.1.2. Agents microbicides et antiviraux secrétés 

 

La barrière intestinale possède des mécanismes  actifs de lutte contre les pathogènes 

provenant de la lumière intestinale par la production d’agents microbicides et antiviraux. 

Ainsi, la lignée humaine entérocytaire Caco-2 produit et secrète des composants du 

complément tels que  C3, C4 et le facteur B {Andoh, 1993} {Moon, 1997}. La 

production de ces molécules a été confirmée in vivo, et est induite par plusieurs cytokines 

telles l’IL-6, l’IL-1β, le TNF-α ou l’IFN-γ, de même que part le TGF-β {Andoh, 1993} 

{Andoh, 1996}.  

 

La dernière ligne de défense pour les cellules souches épithéliales est constituée par les 

cellules de Paneth. Lors de marquages histologiques (Hématoxyline & Éosine ou 

Phloxine-Tartrazine), les cellules de Paneth (PCs – Paneth Cells) apparaissent comme 

de larges cellules de forme pyramidale, granulées, agrégées à la base des cryptes de 

Lieberkühn {Clark, 1979}. Les granules observés sont des vésicules de sécrétion 

cytoplasmiques concentrées au pôle apical des cellules. Les PCs libèrent les vésicules de 
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sécrétion dans la lumière intestinale lors de stress microbien, de stimulation 

hormonale, cholinergique ou cytokinique : 

- Chez la souris, l’infection orale par Listeria monocytogenes, Salmonella sp. 

ou Giardia, viables ou inactivées, induit la dégranulation des PCs. Il en est de 

même lors de traitements par des composants de membrane bactérienne, tels 

le LPS (LipoPolySaccharide), le LTA (Acide LiPoteichoique), le Lipide A, le 

MDP (Muramyl DiPeptides) {Ayabe, 2000} , ou des CpG-ODNs injectés 

oralement ou de façon systémique (intra péritonéale, intra veineuse) {Rumio, 

2004}. 

- De plus, le processus de dégranulation des PCs peut être activé lors de prises 

alimentaires, et régulé par les hormones gastro-intestinales. Les vésicules 

cytoplasmique de sécrétion s’accumulent dans les PCs lors de période de jeun. 

Consécutivement aux prises alimentaires, il a été montré chez la souris que 

l’insuline et le glucagon inhibent le processus de dégranulation des PCs alors 

qu’une exposition prolongée à la cholecystokinine provoque l’effet inverse 

{Senegas-Balas, 1979}. 

- Le système nerveux parasympathique peut également induire la sécrétion 

des granules cytoplasmiques de PCs. Des agonistes cholinergiques incluant le 

bethanechol, la pilocarpine et le carbamyl-choline active le processus de 

dégranulation, inhibé par l’atropine (antagoniste cholinergique) chez le rat et 

la souris {Ahonen, 1975}. 

- Enfin, le processus d’exocytose des vésicules de sécrétion peut être initié chez 

le rat et la souris par l’injection systémique de TNF-α  {Remick, 1987} ou 

d’IFN-α  {Ozcan, 1996} supportant l’idée que les PCs répondent également à 

des signaux inflammatoires générés lors de processus infectieux. 

 

Certains composants des vésicules cytoplasmiques ont été identifiés par immuno-

histochimie et microscopie électronique (tableau 1). Il s’agit pour la plupart de substances 

(poly)peptidiques , telles des défensines, des lysozymes et la phospsholipase A2 qui en 

affectant les parois microbiennes ont un rôle antimicrobien. D’autres substances 

antimicrobiennes ont  été identifiées  dans ces granules : 
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- Le SLPI (Secretory Leukocyte Inhibitor) et des Immunoglobulines A(IgA) 

peuvent fixer et bloquer des facteurs bactériens de virulence comme les pili 

d’adhésion ou les toxines {Bergenfeldt, 1996} {Satoh, 1986}. 

- Le PAP (Pancreatitis-Associated protein), appartenant à la famille des lectines 

de type C, fixe les sucres des surfaces bactériennes et agit comme molécule 

opsonisante {Christa, 1996}. 

 
Molécule Taille et activité Espèces 

Défensines ∼ 3.5kDa ; microbicide ; induction de sécrétion de 

chlore par les entérocytes 

H, S, R 

Matrilysine (MMP-7) ∼ 27kDa ; maturation des pro-défensines S 

Trypsin ∼ 24kDa ; maturation des pro-defensines H, R 

Ions métalliques lourds 

(cadmium, cuivre, 

sélénium, zinc) 

Régulation de l’activité des métalloprotéines H, S, R 

Prostaglandine E2 Médiateur précoce de la réponse inflammatoire R 

TNF-α Cytokine pro inflammatoire H, S 

Immunoglobuline A ∼ 160kDa ; microbicide, neutralisation de toxines H, R 

Lysozymes, phsopholipase 

A2, SLPI 

∼ 14.5kDa ; microbicide H, S 

Phospholipase B ∼ 150kDa R 

DNAse I ∼ 30kDa H 

Échangeur anionique AE2 ∼ 140kDa ; échangeur d’ions chlore S 

Lamine récepteur ∼ 67kDa H 

Rab3D Régulateur des processus d’exocytose R 

Carboxylique ester 

hydrolase 

∼ 100kDa H 

 

Tableau 1 : molécules contenues dans les vésicules de sécrétion des cellules de Paneth 

{Porter, 2002 modifié}. H : homme, S : souris, R : Rat. 
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2.2.1.3. Les défensines 

 

Chez les mammifères, les défensines constituent un groupe majeur de peptides 

antimicrobiens. Il s’agit de petits peptides cationiques contenant six cystéines formant des 

ponts disulfures intramoléculaires. Les défensines sont subdivisées en trois groupes : α-

défensines, β-défensines et θ-défensines. Cette classification est  basée sur le 

positionnement des ponts disulfures, des caractéristiques structurales de leurs gènes et 

précurseurs (tableau 2) {Ganz, 2003}. Chez la souris, les α-défensines sont 

exclusivement exprimées dans le tractus digestif  tandis que les β-défensines sont 

exprimées dans de multiples compartiments de l’organisme (épithélium muqueux, peau, 

épididyme) {Salzman, 2007}. 

 

 Taille du 

précurseur  

Taille après 

maturation 

Cystéines 

liées 

Sites 

d’expression 

Espèces 

α-défensines ∼ 90-105 aa ∼ 30-44 aa 1-6, 2-4, 3-5 Cellules de 

Paneth 

Neutrophiles 

Macrophages 

P, R 

β-défensines ∼ 60-70 aa ∼ 36-44 aa 1-5, 2-4, 3-6 Cellules 

épithéliales 

Neutrophiles 

Macrophages 

P, R 

θ-défensines ∼ 90 aa ∼ 18 aa  

(2 hémi-peptides 

de 9 aa chacun) 

1-1’, 2-3, 3’-2’ Neutrophiles P* 

 

Tableau 2 : comparaisons des différentes défensines exprimées chez les mammifères 

{Salzman, 2007}. P : primates, R : rongeurs, P* : primates non-humains. 

 

Les α-défensines sont un composant clé des granules sécrétées par les PCs. À ce jour, six 

isoformes d’α-défensines humaines ont été identifiées, quatre exprimés par les 

neutrophiles : HNP-1 à 4 (Human Neutrophile Peptides), et deux par les PCs : HD-5 et 6 
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(Human Defensin) {Ericksen, 2005}. Chez la souris, six isomères d’α-défensines (ou 

Cryptidines – Crp) ont été caractérisés: Crp-1 à 6, exclusivement produites par les 

cellules de Paneth  voir les entérocytes pour Crp-4 (figure 5) {Ouellette, 2000}. Les α-

défensines produites par les PCs sont exprimées chez les souris axéniques et par les fœtus 

humains indiquant que leur expression ne nécessite pas la présence d’une flore 

microbienne intestinale {Putsep, 2000} {Mallow, 1996}. La transcription des α-

défensines produites par les PCs est dirigée en partie par des facteurs liés à la 

différenciation cellulaire tel Tcf-L2 (Transcirption factor 7-like 2), autrement appelé 

TCF-4, régulé par la voie de signalisation Wnt/β-caténine {Wehkamp, 2007}. Des études 

récentes montrent également que l’expression de NOD-2 (Nucleotide Oligomerisation 

Domaine -2) est requise pour la dégranulation des PCs et la modulation des Crps chez la 

souris, en réponse à l’infection par Listeria monocytogenes, indiquant que d’autres voies 

de signalisation sont susceptibles de réguler la transcription des α-défensines 

{Kobayashi, 2005}. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : structures primaires des α-défensines humaines (HNP) et cryptdins murines 

(Crps) {Ouellette, 2000 modifié}. 

 

Les α-défensines sont initialement exprimées sous la forme de pré-propeptides de 90-100 

acides aminés. Après le retrait d’une séquence signale N-terminale, les propetptides des 

α-défensines produites par les PCs requièrent l’action d’une endoprotéase pour leur 

transformation en peptides actifs. Cette étape de maturation marque une différence 

importante entre les primates et les rongeurs. La Matrice Métalloprotéase-7 (MMP-7 ou 

Cryptdin-1  LRDLVCYCRSRGCKGRERMNGTCRKGHLLYTLCCR 
 
Cryptdin-2  LRDLVCYCRTRGCKRRERMNGTCRKGHLMYTLCCR 
Cryptdin-3  LRDLVCYCRKRGCKRRERMNGTCRKGHLMYTLCCR 
Cryptdin-4    GLLCYCRKGHCKRGERVRGTC--G-IRFLYCCPR 
Cryptdin-5 LSKKLICYCRIRGCKRRERVFGTCRNLFLTFVFCCS 
Cryptdin-6  LRDLVCYCRARGCKGRERMNGTCRKGHLLYMLCCR 
HNP-1           ACYCRIPACIAGERRYGTCIYIGRLWAFCC 
HNP-2            CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 
HNP-3           DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 
HNP-4           VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD 
HD-5           ATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR 
HD-6          AFTCHCRRS-CYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL 
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Matrylisin), une endoprotéase produite par les PCs chez la souris et le rat, est essentielle 

pour la maturation des pro-Crps en Crps actives {Wilson, 1999}. Pro-Crp-4 est clivé a 

son extremité N-terminale à Ile-44 pour maturer en Crp-4 {Shirafuji, 2003}. Cependant, 

MMP-7 n’est pas exprimée par les PCs humaines. Chez l’homme et le macaque, 

l’endoprotéase responsable de la maturation des formes pro-peptidiques d’α-défensines 

est la trypsine {Ghosh, 2002}. Les propeptides d’α-défensines sont clivés à leur 

extrémité C-terminale à l’Arg-62 pour HD-5 et Arg-68 pour HD-6 {Porter, 

1998}{Ghosh, 2002}. Les α-défensines produites par les PCs humaines sont stoquées 

dans les granules de sécrétion, sous la forme de propeptides, avec le trypsinogène. Après 

sécrétion dans le lumen, le trypsinogène est activé en trypsine pouvant transformer pro-

HD-5 et pro-HD-6 en HD-5 et -6 {Cunliffe, 2001}. Chez la souris, les Crps sont stoquées 

dans les vésicules de sécrétion sous leur forme mature puisqu’elles sont en contact avec 

MMP-7 avant leur libération dans le lumen {Ouellette, 2005}.  

 

Les défensines ont une activité bactéricide contre les bactéries Gram + et Gram - ; 

certaines sont également actives contre certains champignons, virus et protozoaires 

{Lehrer, 1993} {Ganz, 2003}. Comme la plupart des peptides cationiques 

antimicrobiens, l’activité bactéricide des défensines est liée à la rupture de l’intégrité 

membranaire de la cible par le mécanisme appelé "modèle de Shai-Matsuzaki-Hang" 

{Zasloff, 2002}. Selon ce modèle, les défensines interagissent avec les charges négatives 

des groupes phospholipides des membranes des cellules cibles et s’accumulent sur la 

surface membranaire en repoussant les lipides. Cette accumulation affaiblit la membrane, 

en provoquant des tensions de la bicouche membranaire phospholipidique, puisque la 

surface du feuillet externe de la membrane augmente par rapport à celle du feuillet 

interne. Une transition de phase réduit ensuite ces tensions permettant de réorienter les 

peptides cationiques à travers la bicouche lipidique et de former des pores toroïdaux. Au 

fur et à mesure de l’avancement de ce processus, la membrane commence à se 

désintégrer en petites vésicules {Shai, 1999} {Matsuzaki, 1999}.  

 

Au-delà de leur activité antimicrobienne, les défensines peuvent agir comme molécules 

de signalisation pour les cellules de l’hôte. Par exemple, HBD-1 et HBD-2 ont une 
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activité chimiotactique pour les cellules exprimant le récepteur de CCR-6 (telles les 

cellules dendritiques) {Yang, 1999}. Chez la souris Crp-2 et Crp-3 génèrent un efflux 

chlorique par les entérocytes {Lencer, 1997} {Yue, 2002}. Crp-3 induit également la 

sécrétion d’IL-8 (Interleukin-8 ou CXCL8) par la lignée cellulaire épithéliale humaine 

T84 {Lin, 2004}. Le rôle primordial des α-défensines produites par les PCs dans la 

défense de l’organisme contre les pathogènes intestinaux a été mis en évidence in vivo 

dans des modèles murins. L’inactivation du gène codant pour MMP-7 bloque la 

maturation des pro-Crps en Crps. Les souris MMP-7-/- ne peuvent pas éliminer 

efficacement la bactérie non invasive Escherichia coli injectées oralement, et ont 

succombent rapidement lors de l’infection par une faible dose de la bactérie pathogène 

Salmonella enterica sérovar Thypimurium {Wilson, 1999}. 

 

2.2.1.4. Les molécules d’adhésion cellulaire 

 

Les molécules d’adhésion cellulaires sont des protéines localisées à la surface des cellules 

épithéliales impliquées dans l’interaction avec la matrice extracellulaire et les cellules 

adjacentes. 

 

Les cellules épithéliales sont liées entre elles par des jonctions serrées apicales, formées 

majoritairement par l’interaction entre protéines transmembranaires ancrées au 

cytosquelette : l’occludine, la claudine-1 et l’E-cadhérine {Farquhar, 1963} {Ando-

Akatsuka, 1996} {Furuse, 1998}. Les pôles basolatéraux des cellules épithéliales sont 

reliés entre eux par des jonctions plus lâches (jonctions adhérentes et desmosomes) d’E-

cadhérine {Horiguchi, 1994}. L’E-sélectine (CD62E) exprimée par la face apicale des 

cellules épithéliales se lie aux mucines secrétées par les cellules de Goblet retenant ainsi 

le maillage glycoprotéique externe {Koizumi, 1992}. L’expression d’intégrines par les 

cellules épithéliales permet leur rattachement à la membrane basale. Ainsi, l’intégrine 

α2β1 se fixe à la laminine-1 , -2, -5 et le collagène de type IV {Carloni, 

1996}{Colognato, 1997} {Orian-Rousseau, 1998}, l’intégrine α6β4 interagit avec la 

laminine-5 {Gil, 1994}. 
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Figure 6 : localisation et organisation des jonctions serrées intercellulaires {Nastech 

Pharmaceutical company Inc., 2007 modifié} 

 

La barrière épithéliale développe par ailleurs des interactions avec les cellules 

hématopoietiques contenues dans la lamina propria : 

- Les cellules épithéliales expriment de façon constitutive la glycoprotéine 

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1 ou CD54) pouvant interagir avec 

l’intégrine LFA-1 (Lymphocyte Function associated Antigen-1 ou αLβ2). 

Bien que constitutive, l’expression d’ICAM-1 est renforcée par l’action de 

cytokines pro-inflammatoire : IL-1β, IL-6, TNF-α et IFN-γ {Kaiserlian, 

1991} {Kvale, 1992} {Albelda, 1994}. L’augmentation d’expression 

d’ICAM-1 est corrélée à une liaison croissante des neutrophiles, macrophages, 

lymphocytes B et T {Simmons, 1995}. 

- Au-delà de la formation des jonctions serrées et adhérentes, l’E-cadhérine 

peut interagir avec l’intégrine α4β7 exprimée par les cellules T CD8+ et 

CD4+ {Cepek, 1996}. 

 

Occuldine 
Claudin-1 
E-cadherine 
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- Enfin, la glycoprotéine BGP (Biliary GlycoProtein ou CD66a) est un ligand 

de l’E-sélectine exprimée constitutivement par les cellules épithéliales 

{Stocks, 1996}. L’expression d’E-sélectine par les monocytes, les 

granulocytes et les lymphocytes T est induite par environnement pro 

inflammatoire (IL-1β, TNF-α et IFN-γ) {Ruco, 1990} {Leeuwenberg, 1990}. 

 

2.2.1.5. Les molécules de présentation antigénique 

 

La surface basolatérale de l’épithélium intestinal est directement en contact avec les 

cellules hematopoiétiques de la lamina propria. En plus du recrutement de ces cellules 

par les molécules d’adhésion qu’elles expriment, les cellules épithéliales possèdent à leur 

surface des molécules leur conférant des propriétés de cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) capables de moduler la prolifération des lymphocytes, leur activité 

cytolytique et leur production de cytokines. 

 

Les cellules épithéliales expriment à leur surface les molécules de présentation 

antigénique dites classiques : CMH de classe I et II (Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité) {Bland, 1988}. Ceci suggère que l’épithélium intestinal peut à la 

fois présenter des motifs antigéniques de source endogène (CMH-I) et exogène (CMH-II) 

au TCR de la population cellulaire T locale {Spencer, 1986}. Ainsi, des cellules 

épithéliales purifiées provenant de l’intestin grêle de la souris peuvent présenter in vitro 

l’antigène soluble KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) à un hybridome T (L3T4) CMH-

II restreint, induisant la production d’IL-2 par ces cellules. Cette présentation antigénique 

est inhibée lors d’un traitement par un anticorps monoclonal anti-CMH-II {Kaiserlian, 

1989}.  

 

Les cellules épithéliales de l’intestin expriment également la molécule CD1d appartenant 

à la famille des CMH de classe Ib non classiques {Bleicher, 1990} {Campbell, 1999}. 

CD1d est capable de présenter des molécules glycolipidiques ou des peptides 

hydrophobiques aux cellules NK-T exprimant un TCR semi invariant contenant une 

chaîne Vα14 conservée {Porcelli, 1999}. Aucun ligand naturel de CD1d n’a été identifié 
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à ce jour, cependant un glycolipide provenant de l’éponge marine Agielas mauritianus, 

l’α-GalCer (α-GalactosylCeramide) permet d’étudier l’interaction entre CD1d et le TCR 

semi invariant des NK-Ts {Kawano, 1997}. Il a ainsi été montré que la présentation d’α-

GalCer par CD1.1 active la prolifération des lymphocytes intra-épithéliaux CD8+ in vivo 

via la production d’IL-4 et d’IL-13 par les NKTs {Ueda, 2006}. 

 

2.2.1.6. Les molécules de costimulation lymphocytaire 

 

L’activation antigène spécifique des cellules T CD4+ et CD8+ de la lamina propria par 

les cellules épithéliales de l’intestin module de manière significative la réponse 

immunitaire de la muqueuse intestinale puisque dans ce contexte, les cellules T activées 

ont d’avantage une activité régulatrice que cytolytique. 

 

La glycoprotéine gp180 (ou CD45), exprimées par les cellules épithéliales intestinales 

joue un rôle important dans l’activation des cellules T CD8+ {Canchis, 1993},. Des 

anticorps monoclonaux dirigés contre gp180 inhibent l’activation de la protéine-tyrosine 

kinase p56lck associée à la molécule CD8 lors de la présentation antigénique par CMH-I 

{Yio, 1997}. La molécule gp180, est une molécule costimulatrice se liant à CD8, et est  

requise pour l’activation antigène spécifique CMH-I-dépendante des cellules T CD8+ par 

les cellules épithéliales intestinales {Hoang, 1992} {Campbell, 2002}. Lors de la 

présentation d’α-GalCer par CD1.1, gp180 peut s’associer au complexe immun α-

GalCer-CD1.1 et directement interagir avec le CD8 exprimé par les lymphocytes T intra-

épithéliaux CD8+ induisant une réponse proliférative de ces cellules {Allez, 2002}. 

 

LFA-3 (Lymphocyte Function associated Antigen-3 ou CD58) est une glycoprotéine 

constitutivement exprimée par les cellules épithéliales de l’intestin chez l’homme (pas 

chez la souris) {Framson, 1999}, dont l’expression est augmentée par l’IFN-α 

{Upadhyaya, 1991}. LFA-3 contribue à l’activation et à la prolifération des lymphocytes 

T intra-épithéliaux CD8+ et des lymphocytes T CD4+ de la lamina propria. La liaison 

avec son ligand CD2 pourrait permettre de stabiliser la synapse immunologique {Qiao, 

1991} {Targan, 1995}. 
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Les entérocytes expriment la protéine membranaire CD40. Cette molécule de 

costimulation en se liant à son récepteur CD154 (ou CD40L), exprimé par les cellules T, 

induit leur prolifération et leur différenciation. Lors de l’infection de souris C57BL/6 par 

le parasite intracellulaire Toxoplasma gondii, la molécule CD40 exprimée par les 

entérocytes mais aussi les cellules dendritiques, les macrophage et les cellules B est 

impliquée dans la génération d’une réponse Th1 en induisant la production d’IFN-γ par 

les cellules T CD4+ {Li, 2002}. 

 

Les molécules de costimulation B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) sont faiblement exprimées 

par les entérocytes {Martin-Villa, 1997} comparées aux cellules présentatrices 

d’antigènes professionnelles tels les macrophages ou les cellules dendritiques. La 

molécule CD80 est exprimée de façon constitutive à la surface des APCs, son expression 

augmente cependant lors de stress infectieux. La molécule CD86 quant à elle est 

uniquement exprimée par les APCs activées. CD80 et CD86 partagent un même ligand : 

CD28 exprimé par les cellules T {Van Gool, 1996}. A la suite de l’engagement 

CD80/86-CD28, les cellules T activées expriment a leur surface le marqueur d’activation 

CD25 et son ligand, la cytokine IL-2. Il est a noté que les entérocytes expriment 

également à leur surface la molécule CD28 induisant la libération de cytokines et 

chimiokines pro inflammatoires par ces cellules lors d’interactions avec les APCs 

activées présentes dans la lamina propria. Lors de phases plus tardives de la réponse 

adaptative, les cellules T activées possèdent à leur surface un second ligand reconnu par 

les molécules CD80 et CD86 : CTLA-4 (ou CD152), délivrant un signal inhibiteur en 

diminuant l’expression du TCR et de la molécule CD28 {Carreno, 2002}. 
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Figure 7 : molécules d’adhésion et de costimulation formant une synapse 

immunologique autour d’une molécule MHC-II présentant un antigène à une cellule T 

(Kaiser G. University of Washington) 

 

La glycoprotéine BGP (Biliary GlycoProtein ou CD66a) est exprimée à la fois par les 

cellules épithéliales intestinales et les lymphocytes intra-épithéliaux {Stocks, 1996} 

{Morales, 1999}. Elle forme des homodimères, liés par interactions homophiliques, 

inhibant l’activité cytolytique des lymphocytes intra-épithéliaux notamment par 

l’internalisation de la molécule CD3 {Morales, 1999}. 

 

2.2.1.7. Cytokines produites par les cellules épithéliales de l’intestin 

 

Les cellules épithéliales de l’intestin sont capables de produire plusieurs cytokines 

pouvant polariser la réponse immunitaire. 

 

Les entérocytes synthétisent les cytokines IL-1α  et β  jouant un rôle important dans la 

réponse inflammatoire aux pathogènes et les pathologies hyperimmunes de l’intestin 

 

26



{Radema, 1991} {Eckmann, 1993} {Stadnyk, 1995}. Lorsqu’elles sont secrétées, ces 

cytokines augmentent l’expression des molécules d’adhésion impliquées dans la 

formation de la barrière épithéliale et le recrutement des cellules immunitaires de la 

lamina propria {Lammers, 1994} {Ohno, 1997} {Rodriguez-Juan, 2001}. Une autre 

cytokine pro inflammatoire est exprimée par les entérocytes et les cellules de Paneth : le 

TNF-α  (Tumor Necrosis Factor-α) {Ruemmele, 2002} {Lala, 2003}. Lors de stress 

microbiens, cette cytokine peut-être présente soit sous forme membranaire sur les cellules 

épithéliales ou secrétée {Aggarwal, 2003}.  

 

La lignée de cellules épithéliales humaines T84 produit in vitro une cytokine anti-

inflammatoire : l’IL-10 {Colgan, 1999}. D’autre part, la lignée entérocytaire Caco-2 

produit du TGF-β in vitro lors de l’infection par Cryptosporidium parvum {Maillot, 

2000}. L’IL-10 et le TGF-β ont une activité suppressive des réponses pro inflammatoires 

et contribuent au maintien de l’homéostasie intestinale lors d’infections. 

 

Les IFNs de type I (IFN-α et IFN-β) sont également des cytokines immuno régulatrices 

produites par les cellules épithéliales de l’intestin {Arany, 2001}. Ces IFNs stimulent 

notamment les réponses anti-virales des macrophages et des cellules NK {Le Page, 

2000}. Lors de stress microbiens, les IFNs de type I ont une activité pro ou anti-

inflammatoire en renforçant la production d’IL-12p70 ou d’IL-4 par les cellules T CD4+ 

de la lamina propria {Decker, 2005}. Un sous-type d’IFN-β : l’IFN-β2 (ou IL-6) produit 

par les entérocytes possède un fort pouvoir amplificateur de la réponse immunitaire de 

l’intestin {Jones, 1993}. Dans un contexte pro inflammatoire (ou Th1), l’IL-6 contribue à 

la diminution d’expression d’IL-10 {Wang, 2001}, alors que dans un complexe anti-

inflammatoire (ou Th2) cette cytokine au contraire participe à la diminution de 

l’expression d’IL-1β et de TNF-α {Barton, 1996} {Xing, 1998}. En combinaison avec le 

TGF-β (une cytokine dite de type Th3), l’IL-6 active une réponse pro inflammatoire de 

type Th17 en induisant la production d’IL-17 par les cellules T CD4+ de la lamina 

propria {Bettelli, 2006}. La production d’IL-6 par les entérocytes est induite dans de 

nombreuses conditions notamment lors de stress microbien ou par des cytokines pro 
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inflammatoires telle IL-1β {McGee, 1993} {Meyer, 1995} {Parikh, 1997} {Wang, 

1998}. 

 

L’IL-15 est produite par les cellules épithéliales de l’intestin lors d’infections virales, 

bactériennes ou par des protozoaires {Eckmann, 1993} {Hirose, 1998} {Tovey, 1999}  

{Li, 2007}. Cette cytokine est nécessaire à la survie des lymphocytes de la lamina 

propria et active l’activité cytotoxique des cellules T CD8+ {Mueller, 2003} {Di 

Sabatino, 2006}. De plus, l’IL-15 induit la différenciation des cellules dendritiques en 

DC1 pro inflammatoires. In vivo, le traitement oral de souris C57BL/6 par des CpG-

ODNs (agoniste du TLR-9 – Toll Like Receptor-9) induit la production d’IL-15 par les 

entérocytes et l’expression de la molécule de costimulation CD40 par ces cellules 

dendritiques conventionnelles (cDC – conventional Dendritic Cells). L’intéraction entre 

le CD40 et son récepteur CD154 exprimé par les cellules dendritiques plasmocytoïdes 

(pDC – plasmocytoid Dendritic Cells) est nécessaire pour la production d’IL12p70 par 

ces dernières cellules lors de la stimulation par des CpG-ODNs in vitro {Kuwajima, 

2006}. 

 

2.2.1.8. Récepteurs aux cytokines et immunoglobulines 

 

Les cellules épithéliales de l’intestin expriment les ARNm des chaînes gamma et alpha 

communes aux récepteurs IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 et IL-15 {Reinecker, 1995} 

{Reinecker, 1996}. L’IFN-γ  active par ailleurs l’expression par les entérocytes de la 

molécule de présentation antigénique CMH-II et de la molécule d’adhésion ICAM-1 

{Kvale, 1992} {Lowes, 1992}. Le récepteur au TNF-α, TNF-R1, est présent à la surface 

des entérocytes {Piguet, 1998}.  

 

Les trois sous-groupes d’IL-1R sont également exprimés par les cellules épithéliales de 

l’intestin {Varilek, 1994} {McGee, 1996}. Les IL-1R de type I (IL-1RI) contiennent un 

domaine extracellulaire contenant des domaines immunoglobuline-like (Ig-like) et 

nécessitent l’hétérodimérisation avec la molécule accessoire IL1-RAcP (Iinterleukin-1 

Receptor Accessory Protein). Les IL-1R de type II (IL-1RII) contiennent trois domaines 
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Ig-like extracellulaires et sont homomériques. Les IL-1R possèdent un même domaine 

intracellulaire appelé domaine TIR (Toll/Interleukin Receptor) partager par les récepteurs 

aux IL-1α et β mais également par les TLRs (Toll-Like Receptors) {Boraschi, 2006}. 

Les TLRs sont des récepteurs de l’immunité innée reconnaissant des motifs conservés 

associés aux pathogènes. Les cellules épithéliales de l’intestin expriment les TLR-2, 

TLR-4, TLR-3, TLR-7 et TLR-9 {Gewirtz, 2003}. 

 

Les cellules épithéliales intestinales expriment le récepteur commun au IFNs de type I 

(IFN-αs et IFN-β1) appelé IFNAR {Constantinescu, 1995} {Yang, 2000}. Il s’agit d’un 

récepteur hétérodimérique constitué des chaînes IFNAR1 et IFNAR2 {Pestka, 1997}. 

 

Des IgA dimériques et/ou polymériques et les IgM, produits par les plasmocytes de la 

lamina propria, traversent (trancytose) la monocouche épithéliale via leur interaction 

avec des pIgR (polymeric Immunoglobin Receptors) exprimés par les cellules 

épithéliales de l’intestin {Phalipon, 2003}. Ces Ig sont libérées dans la lumière 

intestinale, adhérent aux toxines et/ou aux pathogènes pour limiter leur interaction avec la 

barrière intestinale {Phalipon, 2003}. 

 

2.2.1.9. Les chimiokines 

 

Les cellules épithéliales par leurs molécules d’adhésion retiennent les cellules 

immunitaires de la lamina propria lors de l’infection par des pathogènes. Elles 

contribuent également au recrutement de ces cellules vers les sites infectieux. Ce 

recrutement s’effectue très rapidement, dans les heures suivant l’infection et est médié 

par un groupe de cytokines chimiotactiques : les chimiokines {MacDermott, 1998} 

{MacDermott, 1999}. Certaines chimiokines, synthétisées constitutivement par les 

cellules épithéliales de l’intestin, ont également un rôle important dans le maintien de 

l’homéostasie intestinale en contribuant à la circulation des cellules immunitaires de la 

lamina propria. 
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L’infection de la barrière épithéliale par des pathogènes tels que Toxoplasma gondii, 

Salmomella sp., Shigella flexineri, Listeria monocytogenes ou Yersinia enterocolitica, 

provoque la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales {Eckmann, 1993}. Bien 

que le processus invasif de ces pathogènes soit différent, les entérocytes infectés 

produisent les mêmes chimiokines. L’IL-8 (Interleukin-8 ou CXCL8), induite chez 

l’homme lors de processus infectieux {McCormick, 1995} {Crowe, 1995} {Jung, 1997}, 

recrute des neutrophiles {Brennan, 1990}. D’autres chimiokines de la famille CXC, 

impliquées dans le recrutement des neutrophiles, sont sécrétées dans de larges 

proportions par les cellules épithéliales infectées : GROα, β et γ (Growth-Regulated 

Oncogene ou CXCL1-3) de même que ENA-78 (Epithelial Neutrophil Attractant-78 ou 

CXCL5) {Eckmann, 1993} {Dwinell, 1999}. Les chimiokines appartenant à la famille 

CCL attirent une grande variété de cellules immunitaires : monocytes/macrophages, 

basophiles, éosinophiles cellules NK, cellules dendritiques et cellules T. Lors de stress 

infectieux, les entérocytes peuvent produire des quantités variables  de MCP-1 

(Monocyte Chemoattractant Protein-1 ou CCL2), MIP-1α (Macrophage Inflammatory 

Protein-1α ou CCL3), MIP-1β (Macrophage Inflammatory Protein-1β ou CCL4) et 

RANTES (Regulated on Activation Normal T Cells Expressed and Secreted ou CCL5) 

{Agace, 2000} {Kunkel, 2000}  {Luangsay, 2003}. La production de chimiokines par les 

cellules épithéliales de l’intestin est également modulée par leur environnement 

cytokinique. L’IFN-γ synthétisé par les cellules T CD4+ de la lamina propria, modifie 

l’expression d’IP-10 (γ-Interferon-induced Protein-10 ou CXCL10), Mig (Monokine 

induced by γ-interferon ou CXCL9) et I-TAC (Interferon Inducible T Cell α-

Chemoattractant ou CXCL11) {Dwinell, 2001}. Ainsi les cellules épithéliales de 

l’intestin contribuent au développement de la réponse par les cellules T aux pathogènes 

en les recrutant et les retenant dans la barrière intestinale, et réciproquement réagissent 

aussi aux cytokines que les cellules recrutées produisent.  
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2.2.2. Les Lymphocytes Intra-Épithéliaux (LIE) 

 

Les lymphocytes sont majoritairement présents aux sites inducteurs de la réponse 

immunitaire, à la fois dans les structures lymphoïdes organisées (plaques de Peyer, 

ganglions mésentériques) et dans la lamina propria. Les cellules épithéliales de l’intestin 

co-existent avec une population cellulaire T spécifique, présente le long de l’épithélium : 

les lymphocytes intra-épithéliaux (LIE). Lors de l’infection par des pathogènes, les LIE 

sécrètent rapidement des cytokines en réponse aux chimiokines et cytokines produites par 

les cellules épithéliales intestinales. Les LIEs ont une activité cytolytique à l’encontre des 

entérocytes infectés, et certaines sous populations de LIE possèdent un fort pouvoir 

immuno-modulateur contribuant au maintien de l’homéostasie intestinale {Lefrancois, 

1991} {Guy-Grand, 1993} {Buzoni-Gatel, 1997}. 

 

Les LIEs sont de grandes cellules granulées résidant à la surface baso-latérale de 

l’épithélium {Ferguson, 1977}. Plus de 70% des LIEs de l’intestin grêle sont CD4- 

CD8+, 10% sont doubles négatives (CD4 -CD8-). Les LIEs CD8+ sont répertoriés en 

deux sous-types ‘a’ et ‘b’. Les LIEs de type ‘a’ CD8αβ , représentant 60% des LIE 

CD8+, expriment un TCRαβ et sont activés par la voie classique de présentation 

antigénique {Pereira, 1991}. Les LIEs de type ‘b’ CD8αα, exprimant un TCRαβ ou 

TCRγδ , présents chez des souris athymiques sont activés via des molécules non 

classiques de CMH-I : MIC-A et MIC-B, interagissant avec la molécule NKG2D 

exprimée par les cellules NK {Rocha, 1994} {Hue, 2004}. 

 

Les LIEs ont été initialement décrites comme pro inflammatoires (Th1). Lors de 

l’infection de la barrière intestinale par des pathogènes invasifs, les LIEs produisent des 

chimiokines pro inflammatoires (CCL3, CCL4, CCL5) {Boismenu, 1996}, des 

cytokines pro inflammatoires (TNF-α , IFN-γ, IL-17A) {Taguchi, 1991}{Kearsey, 

1996}{Hong, 2006} et des médiateurs cytolytiques (Granzyme B, Perforine, 

Lymphotoxine-β , Fas-Ligand) {Beagley, 1998}. Cependant les LIEs produisent 

également, constitutivement ou de manière inductible, des molécules anti-inflammatoires 

(Th2 et Th3). Ainsi, les LIE sécrètent un taux élevé de prothymosine β4, inhibiteur de 
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la migration des neutrophiles {Young, 1999}, des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, 

TGF-β) {Buzoni-Gatel, 1999} {Buzoni-Gatel, 2001}{Wang, 2001}et de l’IL-2, une 

molécule impliquée dans la génération des cellules T régulatrices (Tregs) {Fujihashi, 

1996}. 

 

2.2.3. La lamina propria 

 

Directement localisée sous la barrière épithéliale, la lamina propria contient des tissus 

conjonctifs (fibroblastes) et des leucocytes. La lamina propria est décrite comme étant un 

organe T constituée majoritairement chez la souris de lymphocytes T et une grande 

quantité de lymphocytes B. Elle contient également des cellules NK, NK-T et des cellules 

présentatrices d’antigènes (macrophages, cellules dendritiques). 

 

2.2.3.1. Les cellules dendritiques 

 
Les cellules dendritiques (DC- Dendritic Cells) jouent un rôle primordial dans la réponse 
immunitaire aux pathogènes de la lumière intestinale. Les DC expriment des récepteurs  
reconnaissant des motifs conservés exprimés par les pathogènes (TLR – Toll-Like 
Receptors) {Rescigno, 2001} {Iwasaki, 2004}. Une fois activées, ces cellules augmentent 
l’expression de leur récepteur de chimiokine CCR7 initiant leur migration des sites 
infectieux vers les structures lymphoïdes où elles entrent en contact avec les cellules T naïves 
pour les activer {Kobayashi, 2004 }. Lors de leur transit vers les structures lymphoïdes, les 
DC maturent et expriment à leur surface la molécule de présentation antigénique CMH-II et 
les molécules de co-stimulation telles que  CD40, CD80, CD86 {Hart, 1997} {Hart, 

1997}. Les DCs de la lamina propria expriment l’intégrine CD11c et constituent un 
groupe hétérogène de cellules de phénotypes et fonctions distinctes. Elles sont 
classiquement divisées en 2 sous-groupes : les DCs myéloïdes ou mDC (CD11b+ CD8α-, 

CD11b - CD8α+, CD11b- CD8α-) et les DC plasmocytoïdes ou pDC (tableau 3) 

{Shortman, 2002}{Sato, 2007}. 
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Les DCs myéloïdes ont un rôle central dans l’induction de la réponse immunitaire 
spécifique aux pathogènes, la tolérance à la flore endogène du lumen et la tolérance aux 
macromolécules alimentaires et autoantigènes {Maldonado-Lopez, 1999} {den Haan, 

2000} {Belz, 2002}. Classiquement, les mDCs internalisent les agents microbiens ayant 
franchi la barrière épithéliale, et envahissant la lamina propria. En reconnaissant des motifs 
conservés associés aux pathogènes (ou PAMPs – Pathogen-Associated Molecular Patterns) 
via leurs TLRs (principalement TLR2 et TLR4), les mDCs maturent en CPA et produisant 
principalement des cytokines pro-Th1 tel l’IL-12 (phénotype mDC1) {Huang, 2003} 

{Uehori, 2003}. Les mDCs "testent" également le contenu de la lumière intestinale en 
étirant leurs dendrites au travers de la monocouche de cellules épithéliales. La formation des 
dendrites trans-épithéliales requiert l’expression du récepteur chimiokinique CX3CR1 par 
les mDCs et s’effectue principalement dans l’iléum ou le ligand CX3CL1 est abondant 
{Rescigno, 2001} {Rescigno, 2001} {Niess, 2005}. Une sous-population de mDCs 
(CD4- OX41-) transporte des corps apoptotiques de cellules épithéliales de l’intestin vers 
les ganglions mésentériques et présente des auto-antigènes aux cellules T {Liu, 1998} 

{Huang, 2000}. Cependant elles expriment faiblement les molécules de co-stimulation et 
tolérisent les cellules rencontrées. Lors du traitement oral de souris avec de l’ovalbumine 
(OVA), les mDCs ont un phénotype de type mDC2 (pro-Th2) et synthétisent 
constitutivement de l’IL-10 réduisant  l’intensité de la réponse inflammatoire au LPS 
{Chirdo, 2005}. 
 
Les DCs plasmacytoïdes expriment majoritairement le senseur viral TLR7 chez la 

souris (TLR8 chez l’homme) et le récepteur aux motifs CpG bactériens TLR9 

{Kadowaki, 2001} {Okada, 2003}. En plus de l’intégrine CD11c commune aux mDCs et 

pDCs, les pDCs sont positives également pour les antigènes de surface CD8α, B220, Gr-

1 et Ly6C {Nakano, 2001} {Martin, 2002}. Les pDCs constituent un réservoir cellulaire 

spécialisé dans la production d’IFNs de type I (IFN-α  et IFN-β) modulant la réponse 

immunitaire {Asselin-Paturel, 2001}.  
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DCs Myéloïdes DCs Plasmocytoïdes 

Rate et ganglions 

mésentériques 

Ganglions 

mésentériques 

Sous 

population de 

DCs CD4- 

CD8αhi 

CD4- 

CD8α- 

CD4+ 

CD8α- 

CD4-

CD8αlo 

CD4- 

CD8α- 

IPCs 

Phénotype       

CD8α +++ - - Var. - Var. 

CD4 - - ++ - - Var. 

CD11b - Var. ++ ++ ++ - 

CD11c +++ Var. +++ +++ +++ ++ 

CD205 +++ - - +++ + + 

33D1 - - ++ - - - 

B220 - - - - - ++ 

Gr-1 - - - - - ++ 

128G - - - - - +++ 

440c - - - - - +++ 

mPDCA-1 - - - - - +++ 

CD40 + Var. + +++ ++ - 

CD80 + Var. + +++ ++ - 

CD86 + Var. + +++ ++ - 

CMH-II - - - +++ - - 

       

Localisation Z.T. Z.M. Z.M. L.N. de 

la peau 

L.N. Dissémination dans 

tout l’organisme 

 

Tableau 3 : hétérogénéité des cellules dendritiques murines. Z.T. : Zone T, Z.M. : Zone 

Marginale, L.N. : ganglions mésentériques (Lymph Nodes). - : non exprimé, + : 

faiblement exprimé, ++ : expression intermédiaire, +++ : fortement exprimé, Var. : 

expression hétérogène {Sato, 2007 modifié}. 
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2.2.3.2. Les macrophages 

 

La muqueuse gastro-intestinale constitue le plus grand réservoir de macrophages 

provenant de la circulation sanguine. Les macrophages de la lamina propria, bien que 

repartis de manière diffuse, se concentrent à l’apex des villosités {Lee, 1985} {Allison, 

1988} {Grimm, 1995}. Les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigènes, 

capables de processus actifs d’endocytose, présentant des antigènes exogénes aux cellules 

T via la molécule CMH-II {Svensson, 1997}. Ils sécrètent différentes chimiokines et 

cytokines pro-inflammatoires, telles le CCL8, l’IL-1, l’IL-12, et le TNF-α, de même 

que des cytokines immuno-modulatrices (IL-6) {Mahida, 2000}. Ils produisent des 

radicaux oxygénés lors de stress infectieux, puissantes molécules anti-microbiennes 

délétères pour la barrière épithéliale lorsqu’ils sont abondamment produits {Pacher, 

2007}. Les macrophages sécrètent également de l’IFN-γ  lorsqu’ils sont stimulés par l’IL-

12 provenant des cellules présentatrices d’antigènes {Skeen, 1996}. 

 

Les macrophages sont des cellules CD11b+. À la différence des macrophages 

circulatoires, les macrophages résidents de la lamina propria n’expriment pas la molécule 

CD14 (récepteur du LPS) {Smith, 2001}. Leur capacité à ingérer des cellules épithéliales 

apoptotiques leur confère des propriétés homéostatiques et en font des acteurs du 

renouvellement de l’épithélium intestinal {Han, 1993}. 

 

2.2.3.3. Les lymphocytes B 

 

Les lymphocytes B sont responsables des réponses immunitaires dites humorales. L’une 

des fonctions des cellules B est de produire des anticorps (ou immunoglobulines – Ig) 

dirigées contre des antigènes solubles. Les cellules B proviennent de la moelle osseuse et 

circulent par le sang et la lymphe vers les structures lymphoïdes de l’organisme. Dans 

l’intestin grêle, les cellules B sont majoritairement contenues dans les follicules B des 

plaques de Peyer et des ganglions mésentériques. Chaque cellule B possède un récepteur 

antigénique spécifique à sa surface : le BCR (B Cell Receptor). Le BCR est un complexe 

contenant des Ig membranaires qui, par leur interaction avec des antigènes spécifiques, 
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activent des cellules B (en recevant des signaux additionnels provenant des cellules T 

CD4+) {Matsuuchi, 2001}. Une fois activés, les lymphocytes B vont opérer, dans les 

centres germinatifs des follicules B, des hyper mutations somatiques leur permettant de 

modifier la classe des Ig qu’elle produisent avant de se disséminer dans l’organisme sous 

forme de plasmocytes (cellules B productrices d’Ig) {Fagarasan, 2000} {Di Noia, 2007}. 

Les follicules B sont également le lieu de création des cellules B mémoires, ayant une 

plus longue durée de vie que les plasmocytes, répondant rapidement à une seconde 

exposition à un même antigène {McHeyzer-Williams, 2005}. 

 
Dans l’intestin grêle, 80% des plasmocytes sont IgA+. Ils sont générés à partir des 

cellules B immatures, CD20+ chez l’ homme (ou B220+ chez la souris) et IgM+, 

activées par les cellules présentatrices d’antigènes dans les follicules B des plaques de 

Peyer via l’interaction entre un complexe immun CMH-II/Antigène présenté au BCR 

{Fagarasan, 2001}. Après commutation de classe, les cellules matures IgA+ migrent des 

plaques de Peyer vers les ganglions mésentériques où elles prolifèrent et se différencient 

en plasmocytes. Les plasmocytes se relocalisent ensuite dans la lamina propria via le 

canal thoracique et la voie sanguine {Fagarasan, 2000}.  

 

Les cellules B agissent par ailleurs comme des cellules présentatrices d’antigène. Les 

lymphocytes B immatures expriment la molécule de présentation antigénique CMH-II et 

les molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86. En reconnaissant des antigènes 

solubles par son BCR, les cellules B immatures endocytent activement leur complexe 

immun membranaire et activent, via des mécanismes CMH-II spécifiques, les cellules T 

environnantes {Rodriguez-Pinto, 2005}.  

 

2.2.3.4. Les lymphocytes T 

 

Les cellules T stimulées par les cellules présentatrices d’antigènes dans les tissus 

folliculaires de la muqueuse intestinale migrent hors des sites inducteurs de la réponse 

immunitaire vers la lamina propria par la voie sanguine. Cette relocalisation vers les sites 
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effecteurs de la réponse immunitaire est dépendante d’interactions complexes avec  les 

molécules d’adhésion et les chimiokines sécrétées par les entérocytes. 

 

Les cellules T résidant dans la lamina propria sont majoritairement CD4+ CD25- (60 à 

70%) et expriment un TCRαβ  (cellules T helper – Th). À la différence des lymphocytes 

T du sang périphérique et des organes lymphoïdes, les cellules T CD4+ de la lamina 

propria ont un phénotype de cellules mémoires : CD44hi, Mel-12lo, CD45RBlo chez la 

souris (CD45RO+ chez l’homme) {James, 1986} {Abreu-Martin, 1996} {Hurst, 1996}, 

et ne prolifèrent pas ou peu {Zeitz, 1994}. En l’absence de stimulus microbien, les 

cellules T CD4+ de la lamina propria expriment constitutivement des cytokines pro- et 

anti-inflammatoires : IFN-γ , IL-4 et IL-5, contribuant ainsi au maintien de l’homéostasie 

intestinale {Taguchi, 1990}. Lors de stress microbiens, les cellules T CD4+ provenant 

des sites inducteurs de la réponse immunitaire sont recrutées dans la lamina propria et 

modulent une réponse immunitaire spécifique par la production de cytokines Th1 (IFN-

γ), Th2 (IL-4, IL-5) ou Th17 (IL-17) en fonction du type d’infection auquel l’intestin 

grêle doit faire face (figure 8) {Deenick, 2007}{Mudter, 2007}. Les antigènes microbiens 

sont capturés par les cellules dendritiques soit dans les plaques de Peyer, soit dans la 

lamina propria elle-même, par des processus actifs d’endocytose. Ceci déclenche leur 

maturation avec l’expression à la surface membranaire de peptides antigéniques couplés à 

la molécule CMH-II et de molécules de co-stimulation (CD40, CD80, CD86). Une fois 

maturées, les cellules dendritiques rejoignent les ganglions mésentériques où elles 

induisent l’activation des cellules T CD4+ spécifiques présentes dans les zones T. Les 

cellules T activées (CD4+ CD25lo) quittent les ganglions mésentériques pour rejoindre la 

circulation sanguine puis, en exprimant des intégrines et des récepteurs aux chimiokines, 

deveniennent sensibles aux signaux chimiotactiques émis par les entérocytes et migrent 

vers la lamina propria aux sites infectés {Mowat, 2003}. 
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Figure 8 : pathogènes et environnements cytokiniques induisant la différenciation des 

cellules T naïves en cellule effectrices Th1, Th2 ou Th17 {Deenick, 2007}. 

 

Les cellules T CD8+ représentent environ 30% des cellules T de la lamina propria. Cette 

population cellulaire contient des cellules à l’activité cytolytique (cellules T cytolytiques 

– Tc) {Shanahan, 1988}. Leur spécificité antigénique est CMH-I restreinte ce qui 

signifie que ces cellules réagissent à la présentation d’antigènes endogènes provenant de 

pathogènes intracellulaires ou exprimées par des cellules tumorales {Gulzar, 2004} 

{Gross, 2007}. Une fois activées, les cellules T CD8+ sont potentiellement cytolytiques 

grâce à la production de molécules cytolytique comme: Granzyme B, Perforine ou Fas-

Ligand {Offit, 1991} {Podack, 1995}. 
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2.2.3.5. Les cellules T régulatrices (Tregs) 

 

Les cellules T régulatrices (Tregs) sont une sous population de cellules T contribuant au 

maintien de l’homéostasie du système immunitaire et à la tolérance aux auto antigènes. 

Elles représentent une fraction minoritaire de cellules T CD4+ (respectivement 1-2% et 

5-10% des cellules T CD4+ chez l’homme et la souris) possédant constitutivement à leur 

surface la molécule CD25 (chaîne α du récepteur a l’IL-2) {Suri-Payer, 1998} 

{Sakaguchi, 2001}. De plus, les Tregs expriment spécifiquement le facteur de 

transcription Foxp3 (Forkhead box P3) induisant par des mécanismes encore inconnus la 

synthèse d’IL-2  et l’expression des molécules CD25 et CTLA-4 par les cellules T 

régulatrices (Cytotoxic T-Lymphocytes Antigen-4) {Fontenot, 2003} {Hori, 2003} 

{Sakaguchi, 2005}. La déplétion des cellules T régulatrices par des anticorps anti-CD25 

ou chez les souris Foxp3 KO provoque le développement de maladies auto-immunes dans 

plusieurs organes tels le système nerveux central, l’intestin grêle et le colon ou le foie 

{Lyon, 1990} {Kohm, 2006}. 

 

Mécanismes suppresseurs des cellules T régulatrices 

 

Pour devenir suppressives, les cellules T régulatrices requièrent l’activation de leur TCR 

{Gavin, 2002} {Fisson, 2003} {Klein, 2003}. Cependant, une fois activées, la fonction 

suppressive de ces cellules est antigène non spécifique et s’opère à la fois par des 

mécanismes contacts dépendants mais aussi par la production de cytokine immuno-

modulatrices.  

 

L’utilisation d’anticorps neutralisant des molécules de surface des cellules T régulatrices 

a permis d’identifier de nombreux mécanismes suppresseurs contact dépendants de 

ces cellules contrôlant l’activation des cellules T effectrices mais aussi leur production de 

cytokines. 

- La molécule CTLA-4 lie avec une forte affinité les molécules costimulatrices 

CD80 et CD86 des cellules présentatrices d’antigènes. Des études in vitro 

ont montré que l’interaction entre Tregs et ces cellules limite la présentation 
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d’antigènes aux cellules T effectrices positives pour la molécule CD28 liant 

les molécules de costimulation CD80 et CD86 avec une affinité plus faible 

que CTLA-4 {Takahashi, 2000}. Par ailleurs, les souris CTLA-4 KO 

possèdent des cellules T régulatrices ce qui montre que la molécule CTLA-4 

n’est pas uniquement une molécule accessoire intervenant dans l’activation de 

ces cellules. Cependant les Tregs générés sont incapables de sécréter du TGF-

β après stimulation antigénique dans ce modèle {Read, 2000}.  

- Une fois activées, les cellules T effectrices restent sensibles à l’action 

suppressive des Tregs. Les cellules T régulatrices expriment à leur surface 

membranaire du TGF-β1 inhibant in vivo et in vitro la production de cytokine 

Th1 et Th2 par les cellules T CD4+ {Nakamura, 2001} {Chen, 2003}. 

- Les cellules T régulatrices sont également suppressives pour les cellules NK-

T humaines (Vα24+). La réalisation de co-cultures a montré que les Tregs 

inhibent la prolifération des cellules NK-T et leur production de cytokines 

(IFN-γ, IL-4, IL-13) par des mécanismes ICAM-1 (αLβ2) dépendants 

{Azuma, 2003}.  

 

Au-delà des interactions de contact, des cytokines immuno-modulatrices permet aux 

cellules T régulatrices d’exercer leur activité suppressive de façon paracrine. Les Tregs 

activés secrètent les cytokines immunosuppressives IL-10 (Th2) et TGF-β (Th3) 

(figure 8) {Dieckmann, 2002} {Jonuleit, 2002} {Mekala, 2005}. 

 

Origine des cellules T régulatrices 

 

Deux sous populations de cellules T régulatrices ont été identifiées chez l’homme et la 

souris : les Tregs naturels et les Tregs adaptatifs. Ces sous populations diffèrent de part 

leur origine mais aussi de part les mécanismes suppresseurs privilégiés. 

 

Les cellules T régulatrices naturelles sont générées dans le thymus en même temps que 

les cellules T effectrices et proviennent des cellules souches hématopoïétiques. L’IL-2 est 

un élément clé dans leur différenciation et leur maintien. Cette cytokine induit 
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l’expression de Foxp3 in vitro et in vivo. Les Tregs naturels se disséminent ensuite dans 

les organes lymphoïdes et contrôler l’homéostasie du système immunitaire en privilégiant 

les mécanismes suppresseurs de contact {Schwartz, 2005}. 

 

Les cellules T régulatrices adaptatives sont générées en périphérie et proviennent de la 

conversion de cellules T CD4+ effectrices. Il a été récemment montré in vitro que le 

traitement des cellules effectrices Th0 avec du TGF-β induit Foxp3 et confère à ces 

cellules une activité suppressive {Benson, 2007} {Elias, 2008}. L’acide rétinoïque est un 

métabolite de la vitamine A. Cette vitamine provient majoritairement de la prise 

alimentaire, mais est également produite par les cellules Stellates du foie {Maden, 2007}. 

Des études in vivo et in vitro ont montré que l’acide rétinoïque intervient d’une part dans 

les renforcement et la stabilisation d’expression de Foxp3, et d’autre part dans la 

relocalisation des cellules T régulatrices vers la lamina propria en induisant la synthèse 

du récepteur chimiokinique CCR5 et de l’intégrine α4β7 {Benson, 2007}. 

 

2.2.3.6. Les cellules NK et NK-T 

 

Les cellules NK (Natural Killer) exprimant à leur surface les marqueurs NK1.1, FcγRIII 

(Fc γ Receptor III ou CD16) et la molécule d’adhésion NCAM (Neural Cell Adhesion 

Molecule ou CD56) sont également des cellules cytolytiques {Cooper, 2001}. Peu 

nombreuses chez l’homme, leur fréquence est plus abondante chez les primates non 

humains et la souris {James, 1985}. Comme les cellules T CD8+, leur activité 

cytolytique cible des cellules tumorales ou infectées par des virus via des mécanismes 

CMH-I dépendants. Les cellules NK expriment de plus des chimiokines et cytokines pro 

inflammatoires telles que CCL8 ou le TNF-α leur conférant un rôle de régulateur de 

l’ immunité intestinale {Pang, 1993}. 

 

Les cellules T "Natural Killer" (NKT) sont des lymphocytes possédant à la fois des 

caractéristiques de cellules T et de cellules NK.  Elles co-expriment un TCRαβ  semi 

invariant (Vα14Jα281) et des marqueurs associés aux cellules NK : NK1.1, CD16, 

CD56 {Exley, 2004}. L’activation des NK-T se fait par la reconnaissance de motifs 
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lipidiques et glycolipidiques présentés par la molécule CD1d appartenant à la famille des 

CMH de classe I-b non classiques {Kronenberg, 2005} {Mattner, 2005} {Kinjo, 2005} 

{Kinjo, 2006}. Une fois activées, les cellules NK-T synthétisent de grandes quantités 

d’IFN-γ , de TNF-α  ou d’IL-4 polarisant ainsi la réponse immunitaire {Pal, 2001} 

{Schmieg, 2003}. 

 

 
 NKT Type 1 NKT Type 2 NKT-like 

Autres noms NKT classiques 

Invariant NKT 

(iNKT) 

Vα14i NKT 

NKT non classique 

Divers NKT 

Cellules T NK1.1+  

Cellules T CD3+ CD56+ 

TCR 

répertoire 

Vα14-Jα281  

Vβ8.2, 7, 2 

Vα3.2 - Jα9 

Vα8, Vβ8 

Divers 

Réactivité  

α-GalCer 

+ - - 

Molécule 

présentatrice 

d’antigènes 

CD1d CD1d CMH-I 

Localisation Thymus, foie, rate 

et moelle osseuse 

Foie, rate Foie, rate et moelle 

osseuse 

 

Tableau 4 : catégories de cellules NKT murines {Godfrey, 2004 modifié}. 
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2.3. Conclusion : structure et fonctions du GALT 

 

Le système immunitaire intestinal est structurellement et fonctionnellement divisé en 

sites inducteurs, où s’effectue la présentation par des cellules présentatrice d’antigènes de 

motifs antigéniques aux cellules T et B, et sites effecteurs où ces cellules une fois 

activées sont recrutées. Face au grand nombre d’antigènes contenus dans la lumière 

intestinale, le système immunitaire de l’intestin doit être tolérant, mais doit aussi être 

capable d’initier une réponse immunitaire B et T spécifique des pathogènes. Devant une 

telle spécificité de fonction, le système immunitaire associé aux muqueuses de l’intestin 

réagit de manière très agressive contre des pathogènes bactériens ou provenant d’autres 

sources microbiennes. Cependant, lorsque ces réponses inflammatoires viennent à se 

déréguler, la rupture de l’homéostasie intestinale peut entraîner des maladies auto-

immunes chroniques  de l’intestin. 
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CHAPITRE 3 : TOLL-LIKE RECEPTEUR-9 ET INTERFERONS DE TYPE I 
 

L’une des fonctions du système immunitaire est de détecter et éliminer les 

microorganismes pathogènes invasifs. Les cellules présentatrices d’antigènes 

reconnaissent par leurs Toll-Like Récepteurs (TLR) des motifs conservés exprimés par 

les pathogènes ou PAMPs (Pathoggen-Associated Molecular Patterns). 

 

3.1. La famille des Toll-Like Récepteurs (TLRs) 

 

Le rôle des TLRs dans les processus d’immunité innée a été initialement décrit chez la 

Drosophile. La molécule Toll des Drosophiles est une protéine transmembranaire requise 

pour l’établissement de la polarité dorso-ventrale lors du développement embryogénique 

{Hashimoto, 1988}. La voie de signalisation du Toll des drosophiles présente de grandes 

similarités avec la voie de signalisation IL-1R des mammifères, conduisant à l’activation 

du facteur de transcription NF-κB impliqué dans la production de cytokines pro 

inflammatoires. {Belvin, 1996} En effet, les domaines cytoplasmiques des molécules 

Toll chez la drosophile et IL-1R chez les mammifères, le domaine TIR (Toll/IL-1 

Receptor), est hautement conservé. Cette similitude a suggéré que la voie de signalisation 

Toll peut être impliquée dans des mécanismes d’immunité innée. Ainsi, l’inactivation de 

la voie de signalisation Toll rend les Drosophiles très sensibles aux infections fongiques à 

cause de l’absence de production du peptide anti-fongique Drosomycine {Lemaitre, 

1996}. La voie de signalisation Toll est également impliquée chez la Drosophile dans des 

mécanismes de défense aux bactéries Gram positives et négatives {Rutschmann, 2002}. 

 

Des homologues de la molécule Toll des Drosophiles ont été identifiés chez les 

mammifères. Ces molécules ont été nommées Toll-Like Receptors (TLRs) et constituent 

une famille de 13 membres (TLR1-13) exprimés chez l’homme et la souris {Carpenter, 

2007} {El-Omar, 2008}. Les TLRs constituent une famille de récepteur aux PAMPs 

caractérisés structurellement par un domaine extracellulaire contenant de nombreuse 

Leucine (ou LRR- Leucine-Rich Repeats) et un domaine intracellulaire TIR commun 
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avec l’IL-1R (ou TIR - Toll/IL-1 Receptor). Chez la souris, seuls les TLR1-7, TLR9, 

TLR11-13 sont exprimés {Carpenter, 2007}.  

 

3.1.1. Rôle des TLRs dans la reconnaissance de composants microbiens 

 

Les TLRs sont impliqués dans les mécanismes d’initiation de la réponse immunitaire. 

Leur structure conservée reflète leur fonction commune de reconnaissance de motifs 

conservés exprimés par les microorganismes pathogènes (figure 9) (tableau 5). 

 

 

Figure 9 : TLRs exprimés par les mammifères et leurs ligands respectifs (Kobayashi 

K., Harvard Medical School) 
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TLR4 

 

Le TLR4 reconnaît les Lipopolysaccharides bactériens (LPS). Deux lignées de souris, 

C3H/HeJ et C57BL10/ScCr, sont connues pour leur absence de réponse au LPS. Il a été 

identifié chez ces souris des mutations dans le gène tlr4, bloquant la signalisation ou 

l’expression du TLR4, indiquant que ce récepteur est un élément clé dans la 

reconnaissance du LPS {Poltorak, 1998} {Qureshi, 1999} {Hoshino, 1999}. La 

reconnaissance du LPS requiert d’autres molécules en plus du TLR4. Le LBP (LPS-

Binding Protein), présent dans le sérum peut se lier au LPS en interagissant avec son 

récepteur CD14, une glycoprotéine membranaire exprimée préférentiellement par les 

monocytes/macrophages et les neutrophiles. La stimulation par le LPS provoque une 

dimérisation des molécules TLR4 et CD14, requise pour induire les voies de signalisation 

sous-jacentes. Par ailleurs, la lignée cellulaire CHO (Chinese Hamster Ovarian cells) ne 

répond pas au LPS {Jiang, 2000} {da Silva Correia, 2001}. Il a été identifié que ces 

cellules avaient une mutation dans le gène MD-2. Les souris MD-2 déficientes  

conservent des macrophages, des cellules dendritiques et des cellules B immatures lors 

d’une exposition au LPS. La molécule MD-2 s’associe au TLR4 dans l’appareil de Golgi, 

et forme un complexe qui migre ensuite à la surface des cellules. Alors que le TLR4 est 

un récepteur membranaire, les cellules MD-2 déficientes conservent leur TLR4 dans 

l’appareil de Golgi indiquant que la molécule MD-2 est essentielle pour la distribution 

membranaire du TLR4 {Schromm, 2001} {Visintin, 2001} {Nagai, 2002}. Une autre 

molécule de surface, RP105, est également impliquée dans la reconnaissance du LPS. 

RP105 contient un domaine LRR, similaire au domaine extracellulaire du TLR4, et est 

exprimé préférentiellement par les cellules B. Les cellules B provenant de souris RP105 

déficientes répondent faiblement au LPS. Ainsi le TLR4 forme un large complexe 

multimérique permettant une optimisation de la réponse au LPS {Miyake, 1995} {Ogata, 

2000}. 

 

Le TLR4 reconnaît également les HSPs (Heat Shock Proteins) pouvant êtres produites 

par les bactéries mais aussi les mammifères et ayant une structure très conservée. La 

fonction primaire des HSP est de contribuer au repliement des protéines en structures 
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tertiaires. Les HSP peuvent également activer les macrophages et cellules dendritiques 

{Gallucci, 2001}. Les souris TLR4 déficientes ont une production réduite de cytokines 

pro inflammatoires en réponse à HSP-60 et HSP-70 {Ohashi, 2000} {Vabulas, 2001} 

{Vabulas, 2002} {Dybdahl, 2002}. De plus, le TLR4 reconnaît des composants de la 

matrice extracellulaire (Fibronectine, Acide Hyaluronique, Héparan Sulfate) libérés 

lors de lésions tissulaires {Okamura, 2001 #296} {Termeer, 2002 #297} {Johnson, 

2002}. 

 

TLR2, TLR1 et TLR6 

 

Le TLR2 reconnaît une grande variété de composant microbien. Ceux-ci incluent des 

lipoprotéines provenant de bactéries Gram négatif, mycoplasmes et spirochètes 

{Aliprantis, 1999} {Lien, 1999}, le peptidoglycan et l’acide lipotéichoique provenant de 

bactéries Gram positif {Schwandner, 1999}, le lipoarabinomannan provenant de 

mycobactéries {Underhill, 1999}, le glycoinositolphospholipide de Trypanosoma cruzi 

{Campos, 2001}, le zymozan provenant de champignons {Underhill, 1999}, des 

glycolipides de Treponema maltophilum {Opitz, 2001} et les porines de la membrane 

externe de Neisseria sp. {Massari, 2002}.  

 

La ligation du TLR2 à ses ligands implique la coopération avec d’autres TLRs, 

notamment TLR6 et TLR1. Ainsi, le peptidoglycan et les modulines secrétées par la 

bactérie Gram + Staphylococcus aureus sont des ligands du TLR2 et induisent la 

production de TNF-α par la lignée de macrophages RAW264.7. Cette réponse peut être 

supprimée par l’inactivation du TLR6 {Ozinsky, 2000} {Hajjar, 2001}. L’étude de 

souris TLR6 déficientes montre que le TLR6 coopère fonctionnellement avec les TLR2 

pour reconnaître des lipopeptides microbiens. Par exemple, les macrophages purifiés de 

souris IL-6 déficientes n’initient aucune réponse inflammatoire lors de leur stimulation 

par MALP-2 (Macrophage-Activating LipoPeptides-2) {Takeuchi, 2001}. TLR1 peut 

également s’associer fonctionnellement au TLR2. Les macrophages purifiés de souris 

TLR1 déficientes ne produisent pas de cytokines pro inflammatoire en réponse aux 

triacyl lipopeptides et lipoproteines de mycobactéries {Alexopoulou, 2002}.  
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TLR5 

 

Les cellules CHO exprimant le TLR5 peuvent répondre au surnageant de culture de 

Listeria monocytogenes {Hayashi, 2001}. La purification du surnageant de culture a 

permis d’identifier la flagelline comme agoniste du TLR5. La flagelline est le composant 

principale des flagelles, structure complexe attaché à la membrane externe des bactéries 

Gram -. Les flagelles servent au déplacement des bactéries, mais aussi permettent leur 

attachement aux cellules de l’hôte. La flagelline est une protéine de structure conservée 

parmi les bactéries Gram - {Baker, 1997} {Eaves-Pyles, 2001} {Gomez-Gomez, 2002}. 

 

TLR3 et TLR7 

 

Les ARNs doubles ou simples brins sont produits par de nombreux virus lors de leurs 

phases réplicatives intracellulaires, soit comme intermédiaire dans la synthèse d’ARN ou 

lors de la transcription symétrique de l’ADN du génome viral. Les ARNs viraux sont des 

inducteurs de la production d’IFNs de type I, possédant des capacités anti-virales et 

immuno-modulatrices, par les cellules dendritiques. Des ARNs synthétiques doubles 

brins tel le poly(I :C) (polyInosinic-polyCytidylic acid) possèdent une activité similaire 

{Yang, 1995} {Chu, 1999}. L’expression du TLR3 par la lignée cellulaire HEK293 

(Human Embryonic Kidney cells 293) permet la translocation nucléaire de NF-κB en 

réponse à la stimulation de ces cellules par du poly(I :C), indiquant que le TLR3 est un 

récepteur intra-cellulaire reconnaissant les ARN doubles brins {Alexopoulou, 2001}. Le 

TLR7 (et le TLR8 chez l’homme), exprimé également dans le compartiment 

intracellulaire, reconnaît des ARN simples brins et des ligands synthétiques appartenant à 

la famille des imidazoquilonines {Hemmi, 2002} {Martin, 2007} {Forsbach, 2008}. 
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TLR9 

 

Le TLR9 est essentiel pour la reconnaissance des motifs CpG d’ADN bactériens 

hypométhylés {Wang, 2005} {Watson, 2006}. Les CpG-ODNs sont des 

OligoDéocyNucléotides synthétiques agonistes du TLR9 dont les ponts 

phosphodiesters, liant les bases nucléotidiques, ont été remplacés par des ponts 

phosphotioates augmentant ainsi leur résistance aux nucléases {Zhao, 1993}.  Le 

traitement in vitro de cellules dendritiques ou de cellules B immatures par des CpG-

ODNs agonistes en complément de la molécule CD154 (ligand du CD40) active la 

production d’IL-12 polarisant ainsi la réponse immunitaire vers un type Th1 {Wagner, 

1999} {Wagner, 2001}.  Cependant les CpG-ODNs sont classiquement répartis en 3 

classes en fonction de leur structure nucléotidique et de leur action in vitro. Ainsi, les 

CpG-ODNs de classe A possèdent un motif polyG à leur extrémité 3’ et activent les 

cellules dendritiques. Les CpG-ODNs de classe B sans motif polyG à leur extrémité 3’ 

vont quant à eux activer préférentiellement les cellules B {Verthelyi, 2001}. Enfin, les 

CpG-ODNs de classe C ont à leur extrémité 5’ un motif TCG unique ou répété 2 fois et 

ont une activité stimulatrice des cellules dendritiques et des cellules B identique 

{Marshall, 2003}. Il est à noter que l’hémozoïne, un pigment protéique produit par  le 

parasite Plasmodium falciparum, est également un agoniste des voies de signalisation 

TLR9 et joue un rôle essentiel dans la réponse immunitaire au Plasmodium {Coban, 

2005}. 

 

Les cellules immunitaires humaines et murines sont activées par des motifs CpG 

différents, ceci pouvant être expliqué par un léger polymorphisme entre les TLR9 

exprimés par les deux espèces. Quand les cellules HEK293 sont transfectées par les 

TLR9 humains ou murins, ces cellules acquièrent la capacité de répondre à leurs motifs 

CpG respectifs {Krieg, 2000} {Bauer, 2001}. Le TLR9 est exprimé dans les endosomes 

des cellules présentatrices d’antigène. Plusieurs études ont montré que le TLR9 reconnaît 

directement les motifs CpG des ADN bactériens lors de la fusion entre les vésicules 

d’endocytose (contenant les bactéries) et les endosomes (contenant le TLR9) {Wagner, 

1999} {Wagner, 2001} {Ahmad-Nejad, 2002}.  
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L’administration orale in vivo de CpG-ODNs agonistes du TLR9 est suffisante pour 

protéger des souris contre les infections par les pathogènes intracellulaires Leishmania 

major et Listeria monocytogenes {Krieg, 1998} {Zimmermann, 1998} {Elkins, 1999} 

mais constitue également un élément amplificateur de l’inflammation chronique 

intestinale dans le modèle de colite induite par le DSS (Dextran Sulfate Sodium) chez la 

souris {Obermeier, 2005}. Les CpG-ODNs sont actuellement considérés comme une 

alternative à l’hydroxyde d’aluminium comme adjuvant vaccinal. La génération et l’étude 

approfondie d’une grande variété de CpG-ODNs a permis d’identifier certaines de ces 

molécules aux propriétés anti-inflammatoires (CpG-ODNs antagonistes) {Ho, 2005}. 

L’activité immuno-régulatrice du probiotic E. coli DH5 alpha chez la souris a été corrélée 

à la présence de motifs CpG antagoniste dans le génome de cette bactérie {Rachmilewitz, 

2004}. 

 

TLR11 

 

Le TLR11 est exprimé en surface des cellules présentatrices d’antigènes. Les souris 

TLR11 KO ont un défaut de production d’IL-12 par les cellules dendritiques et de façon 

générale, ont une réponse Th1 diminuée lors de l’infection par Toxoplasma gondii 

{Plattner, 2008}. Le fractionnement moléculaire des antigènes solubles de T. gondii a 

permis d’identifier les profilines comme étant un agoniste du TLR11 chez la souris 

{Yarovinsky, 2005}. 
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 TLR1-2 TLR2-6 TLR3 TLR4 TLR5 TLR7 TLR9 TLR11 

Hôte   ARNm HSPs3, 

Matrice 

extracellulaire 

 ARNm   

Parasites Protéine à 

ancrage GPI1 

Protéine à 

ancrage GPI1 

    Hemozoïne (P. 

falciparum) 

Profiline (T. 

gondii) 

Champignons Zymosan Zymosan       

Virus   ARN 

double 

brins 

Protéine F  ARN 

simple 

brin 

ADN viral 

(Herpes) 

 

Bactérie Triacyl 

Lipopeptides 

Diacyl 

Lipopeptides 

 LPS4 Flagelline  CpG-ADN Bactéries uro- 

pathogènes 

Agonistes 

synthétiques 

  Poly 

(I :C)2 

  Resi- 

quimod 

CpG-ODN5  

         

Tableau 5 : agonistes naturels, ou synthétiques, activateurs des voies de signalisation TLR chez la souris. 

1Glycosylphosphatidylinositol, 2PolyriboInosinic polyriboCytidylic acid, 3Heat Shock Proteins, 
4Lipopolysaccharide, 5CpG-OligoDeoxyNucleotides 
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3.1.2. Distribution cellulaire des TLRs 

 

Les TLRs sont exprimés dans la plupart des compartiments cellulaires de l’organisme. 

Les monocytes/macrophages expriment la plupart des ARNm des TLRs mis à part pour 

TLR3 {Muzio, 2000}. L’expression des TLRs par les cellules dendritiques varie en 

fonction de leur sous-type. Les mDCs expriment TLR1, 2, 4, 5, 7, 9 et 11 tandis que les 

pDCs expriment exclusivement les TLR7 et 9 {Jarrossay, 2001} {Ito, 2002}. 

L’engagement des TLRs avec leurs PAMPs respectifs induit la maturation des cellules 

dendritiques, modulant leur expression des TLRs.  Les cellules dendritiques immatures 

diminuent l’expression des TLR1, 2, 4 et 5 lors de leur maturation. Le TLR3 est exprimé 

uniquement par les cellules dendritiques matures {Mellman, 2001}. Les cellules B 

immatures expriment les mêmes TLRs que les mDCs, à l’exception de TLR7, et 

diminuent progressivement l’expression de ces TLRs lors de leur maturation en 

plasmocytes {Zarember, 2002}. Enfin, en ce qui concerne les cellules immunitaires, les 

mastocytes expriment TLR2, 4, 6 et 7 mais pas TLR5 intervenant dans la libération de 

cytokines inflammatoires lors de stress microbien {McCurdy, 2001} {Supajatura, 2002}. 

 

Les TLRs sont également exprimés par les cellules des surfaces épithéliales. Dans 

l’intestin grêle, les cellules épithéliales n’expriment pas de TLRs sur leur face apicale 

évitant une constante activation par  la flore microbienne. Cependant, les surfaces baso-

latérales de ces cellules expriment TLR2, TLR4 et TLR5 {Thieblemont, 1999} {Hornef, 

2002} {Wolfs, 2002}. Les cellules épithéliales de l’intestin expriment également les 

TLRs intracellulaires : TLR3, 7 et 9 {Cario, 2000} {Pedersen, 2005} {Uehara, 2007}. 

 

3.1.3. Régulation de l’expression des TLRs 

 

L’expression des TLRs est modulée par le degré d’activation des cellules par certaines 

cytokines ou composants microbiens. L’infection par Mycobacterium avium augmente 

l’expression des ARNm codant pour le TLR2 et 4 des macrophages {Wang, 2000}. 

Certaines infections virales provoquent également l’augmentation de l’expression des 

ARNm codant pour TLR1, 2, 3 et 7 par les macrophages. Dans ce dernier cas, le 
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traitement avec des anticorps anti-IFNs de type I inhibe l’augmentation des TLRs 

suggérant que les IFNs de type I peuvent directement moduler l’expression de ces 

récepteurs {Miettinen, 2001}. Le LPS augmente l’expression du TLR2 des macrophages 

et des adipocytes, mais diminue l’expression du TLR4 et de MD-2. Ceci pourrait 

constituer un mécanisme de tolérance au LPS {Matsuguchi, 2000} {Lin, 2000}. 

 

Certaines cytokines régulent l’expression des TLRs. CSF-1 (Colony-Stimulating Factor-

1) est induit in vivo lors d’infection ou lors d’exposition au LPS. Cette cytokine diminue 

l’expression du TLR9 par les macrophages supprimant la production de cytokines pro-

inflammatoires induites par les motifs CpG bactériens {Sweet, 2002}. Les cytokines pro-

inflammatoires MIF (Macropahge Migration Inhibitory Factor), IL-1β , IL-2, IL-15, 

TNF-α  et IFN-γ  renforcent l’expression du TLR2 et TLR4 par les 

monocytes/macrophages {Bozza, 1999} {Matsuguchi, 2000} {Roger, 2001} {Bosisio, 

2002}. 
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3.2. Voies de signalisation des Toll-Like Récepteurs 

 

3.2.1. La cascade de signalisation induite par les TLRs 

 

Après ligation au PAMP, les TLRS forment des complexes homo ou hétéro-dimériques 

induisant des modification conformationelles requises pour le recrutement de molécules 

adaptatrices intracellulaires incluant MyD88 (Myeloid Differentiation primary-response 

protein 88), IRAKs (IL-1R-Associated Kinase), TAK1 (TGF-β-Activated Kinase-1), 

TAB-1 (TAK-1 Binding protein-1), TAB-2 et TRAF-6 (TNF-Receptor-Associated 

Factor-6) (figure 10). 

  

Figure 10 : voies de signalisation des TLRs {Akira, 2006}. 
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La molécule MyD88 a été identifiée comme étant une molécule adaptatrice recrutant la 

molécule IRAK vers l’IL-1R consécutivement à une stimulation par l’IL-1. L’association 

entre MyD88 et IRAK se fait par les Death Domain (DD) que possèdent les deux 

molécules. MyD88 forme des homodimères en se liant par ses DD et ses domaines TIR et 

fonctionne comme une molécule adaptatrice entre les TLRs et les molécules possédants 

des DD {Muzio, 1997} {Wesche, 1997} {Burns, 1998}. 

 

Les TLRs transmettent leurs signaux via MyD88 et les sérine/thréonine kinases de la 

famille IRAK {Dunne, 2003}. Les molécules IRAK possédant un DD N-terminal 

regroupent deux kinases actives : IRAK1 et IRAK4, et deux kinases inactives : IRAK2 et 

IRAK-M. Lors de l’activation des TLRs, l’activité kinase d’IRAK1 et d’IRAK4 est 

fortement augmentée et induit in fine la translocation nucléaire du facteur de transcription 

NF-κB. À la différence d’IRAK4, l’activité kinase d’IRAK1 n’est cependant pas requise 

pour cette translocation nucléaire {Li, 1999} {Janssens, 2003}. IRAK-M régule 

négativement les voies de signalisation des TLRs en empêchant IRAK4 de se détacher de 

MyD88, après activation, bloquant ainsi la cascade de signalisation intracellulaire {Li, 

2005}.  

 

Les molécules TRAFs constituent une famille de six membres, identifiés chez les 

mammifères, et caractérisés par la présence d’un domaine en doigt de zinc N-terminal (ou 

TRAF-N), et d’un domaine C-terminal conservé (ou TRAF-C) interagissant avec les 

molécules IRAKs {Bradley, 2001}. TRAF6 est une molécule de signalisation intervenant 

dans les voies de signalisation des TNF-R, IL-1R et TLRs. Le domaine TRAF-C 

reconnaît une séquence consensus D-E-F-W-Y exprimée par le CD40 et les molécules 

IRAK1, IRAK2 et IRAK-M {Ye, 2002}. 

 

La translocation par TRAF6 des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 requiert TAK1 

et les deux molécules adaptatrices TAB1 et TAB2. TAK1 appartient à la famille des 

MAPKKK (Mitogen-Associated Protein Kinase Kinase Kinase) {Yamaguchi, 1995} 

{Takaesu, 2003}. TAB1 fonctionne comme un activateur de l’activité kinase de TAK1 

tandis que TAB2 est un adaptateur liant TAK1 à TRAF6 {Shibuya, 1996} {Takaesu, 
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2000}. Il a été montré que des processus d’ubiquitination ont un rôle important dans 

l’activation de TAK1, le domaine TRAF-N de TRAF6 intervenant comme une 

ubiquitine-ligase {Deng, 2000}. 

 

3.2.2. Molécules adaptatrices de la signalisation TLR 

 

L’activation des TLRs induit différents profiles d’expression de gènes. MyD88 est une 

molécule adaptatrice commune initiant les voies de signalisation des TLR1, 2, 4, 5, 7, 9 et 

11 {Adachi, 1998} {Takeda, 2003} {Yarovinsky, 2005}. Cependant, les souris MyD88 

KO gardent leur capacité à répondre aux ARN viraux double brins et au LPS suggérant 

l’existence des voies parallèles de signalisation, MyD88-indépendantes, pour le TLR3 et 

le TLR4 {Kawai, 1999} {Alexopoulou, 2001}. Ces voies de signalisation contiennent des 

molécules adaptatrices contenant des domaines TIR tel : TIRAP (TIR-domain-dontaining 

Adaptator Protein), TRIF (TIR-domain-dontaining adaptator protein inducing IFN-β) et 

TRAM (TRIF-Related Adaptator Protein) (figure 10). 

 

À la différence de MyD88, TIRAP ne contient pas de DD. Les souris TIRAP KO 

produisent peu réduite de cytokines pro inflammatoires en réponse au LPS. Ce phénotype 

est similaire à ce qui est observé chez les souris MyD88 KO {Fitzgerald, 2001}  

{Yamamoto, 2002}. Il est à noter que les souris TIRAP KO ont également une 

production réduite de cytokines pro inflammatoires en réponse à des agonistes du TLR2, 

montrant que TIRAP est essentiel dans les voies de signalisation MyD88-dépendantes 

du TLR2 et TLR4 {Yamamoto, 2002}{Horng, 2002}. 

 

La surexpression de la molécule TRIF conduit à l’activation du promoteur IFN-β dans 

les cellules HEK293 {Yamamoto, 2003}. In vivo, les souris TRIF KO n’opèrent pas de 

translocation nucléaire des facteurs de transcription IRF3 (Iterferon Regulatory Factor 3) 

et IRF5 lors de la stimulation respective par des ARN doubles brins et du LPS. TRIF est 

ainsi identifié comme intervenant dans les signalisations TLR3 et TLR4 par des 

mécanismes MyD88-indépendants, induisant la production d’IFNs de type I 

{Yamamoto, 2003} {Hoebe, 2003}. 
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La molécule TRAM constitue une troisième molécule exprimant un domaine TIR. Il a 

été montré in vitro et in vivo que TRAM s’associe à TRIF dans les voies de signalisation 

TLR4 MyD88-indépendantes, ce qui n’est pas le cas pour les voies de signalisation 

TLR3 {Fitzgerald, 2003} {Oshiumi, 2003}. En réponse au LPS, les souris TRAM KO 

n’opèrent pas la translocation nucléaire d’IRF3 et ont une production limitée d’IFN-β 

{Yamamoto, 2003}. 

 

3.2.3. Facteurs de transcription activés par les voies de signalisation TLRs 

 

L’activation des voies de signalisation TLRs par des mécanismes MyD88-dépendants ou 

indépendants induit la translocation nucléaire de facteurs de transcription pro 

inflammatoires (NF-κB), pro mitotiques (AP-1) et/ou immuno modulateurs (IRFs – 

Interferon Regulatrory Factors) (figure 11). 

 

Figure 11 : facteurs de transcription dont la translocation nucléaire est induite par 

l’activation des voies de signalisation TLR4 (Kobayashi K., Harvard Medical School) 
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La famille des facteurs de transcription NF-κB est composée de 5 membres : p65 (REL-

A), REL-B, cREL, P50 et p52 pouvant former des homo ou hétérodimères {Gilmore, 

2006}. Les dimères NF-κB sont séquestrés dans le cytoplasme sous forme inactive, liés 

aux molécules de la famille IκB (Inhibitor of NF-κB) {Scheidereit, 2006}. L’activation 

de NF-κB implique la phosphorylation et le détachement des protéines IκB permettant la 

translocation nucléaire du facteur de transcription. Ce processus d’activation est médié 

par la kinase IKK (IκB Kinase) constituée de deux sous unités catalytiques (IKK1 et 

IKK2) et d’une sous unité régulatrice (IKK-γ ou NEMO). Lors de l’activation de la 

protéine kinase TAK1, IKK phosphoryle les protéines IκB permettant leur ubiquititation 

et leur dégradation par le protéasome {Bonizzi, 2004} {Hayden, 2004} { Minakhina, 

2006}. NF-κB est un facteur de transcription majeur régulant la production de cytokines 

pro inflammatoires comme IL-1β , IL-6, IL-12, TNF-α , IFN-γ , et de chimiokines pro 

inflammatoires telle CXCL8 chez l’homme, CCL2, CCL3 et CCL4 en réponse aux 

infections {Balkwill, 2001} {Karin, 2005}. NF-κB intervient également dans 

l’expression de molécules d’adhésion dont l’intégrine ICAM {Hang, 2005}. 

 

Les MAP-kinases intervenant lors de l’activation des voies de signalisation TLRs 

convergent vers l’activation de JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et de la MAP-kinase p38 

{Huang, 2004} {Matsuzawa, 2005}. Une fois activées, ces deux sérine/thréonine kinases 

peuvent phosphoryler c-Jun lui permettant de former des complexes hétérodimériques 

avec c-Fos : AP-1 (Activation Protein -1), ou homodimériques : ATF-2 {Shaulian, 

2002}. Le facteur de transcription AP-1 est généralement décrit comme un facteur de 

régulation de l’activité proliférative des cellules. Ainsi AP-1 stimule la production de 

cycline D1 initiant la phase G1 du processus mitotique et inhibe dans le même temps les 

facteurs anti-oncogènes p53 et p21 {Xiong, 1993} {el-Deiry, 1993} {Schreiber, 1999}. 

AP-1 également active la prolifération cellulaire locale en induisant la production de 

facteurs de croissances : GM-CSF, KGF, EGF, et de molécules de remodelage de la 

matrice extracellulaire : MMP-7 et MMP-9 {Asahara, 1997}. Le facteur de transcription 

AP-1 intervient dans l’expression des cytokines pro inflammatoires induites par  NF-κB 

en régulant négativement l’expression d’IL12 et de TNF-α  {Ray, 2006}. AP-1 inhibe 
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par ailleurs la transcription de l’iNOS (Inducible Nitric Oxide Synthase) limitant la 

production d’oxyde nitrique par les macrophages {Okada, 2003}. 

 

Une dernière famille de facteur de transcription est induite par les signalisations TLRs : 

les IRFs (Interferon Regulatory Factors). La famille des IRFs comprend 9 membres 

(IRF1-9) contenant dans leur région N-terminale un motif de reconnaissance de l’ADN 

{Taniguchi, 2001} {Lohoff, 2005}. Ce motif reconnaît une séquence ADN consensus 

appelée ISRE (Interferon Stimulated Response Element) portée par les gènes codant pour 

les IRFs eux-mêmes, des cytokines pro- ou anti-inflammatoires (IL-12, IL-15, IL-4), des 

chimiokines pro-inflammatoires (CXCL10), des facteurs de transcription anti-

inflammatoires (Gata-3) ou encore les IFNs de type I modulateur de la réponse 

immunitaire {Taki, 1997} {Scharton-Kersten, 1997} {Lohoff, 2000 #409} {Sato, 2000} 

{Rengarajan, 2002} {Takaoka, 2005}. Chaque IRF induit l’expression d’un profil 

d’expression de cytokines et de chimiokines particulier (tableau 6). Certaines voies de 

signalisation TLRs aboutissent à la phosphorylation des IRFs étape requise pour leur 

translocation nucléaire {Honda, 2006} (tableau 6).  
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IRF Expression Gènes cibles 

IRF1 Constitutive 

Inductible par IFNγ 

IL-12 

IRF2 Constitutive IL-12 

IRF3 Constitutive 

Inductible par ligation des TLR 3 et 4 

IFNα4, IFNβ 

CCL5, CXCL9, CXCL10 

IRF4 Inductible par ligation des TLRs IL-4 

IRF5 Constitutive 

Inductible par IFNs de type I 

Inductible par ligation des TLR 4, 5 et 9 

IL-6, IL-12, TNFα 

CXCL2 

IRF6 ND ND 

IRF7 Constitutive 

Inductible par IFNs de type I 

Inductible par ligation des TLR 3, 4, 7 et 9 

IFNα, IFNβ 

 

IRF8 Constitutive 

Inductible par IFNs de type I 

Inductible par ligation des TLR 4 et 9 

IL-12 

IRF9 Constitutive IL-12 

 

Tableau 6 :  régulation de l’expression des membres de la famille de IRF (Interferon 

Regulatory factors) et cytokines/chimiokines induites {Honda, 2006 modifié} 

 

Les IRFs sont capables d’interactions avec d’autres molécules. Ainsi, les IRF3 et 7 

forment un complexe initiateur de transcription comprenant NF-κB et AP-1 contribuant à 

la synthèse d’IFN-β. IRF3 interagit également avec la sous unité p65 du NF-κB agissant 

comme un cofacteur renforçant l’expression des gènes NF-κB-dépendants {Lenardo, 

1989} {Wathelet, 1998}. Enfin, IRF9 peut se complexer aux molécules STAT1 et 

STAT2 pour former le facteur de transcription ISGF3 (Interferon Stimulated Genes 

Factor-3) induisant l’expression de gène codant pour IRF7 et l’IFN-β {Decker, 2005}. 

 

60



3.3. Les Interférons de type I et leur récepteur 

 

Les interférons (IFNs) ont été initialement identifiés comme des molécules stimulant la 

synthèse d’un large panel de molécules anti-virales limitant ainsi la réplication et la 

dissémination des particules virales {Isaacs, 1957} {Katze, 2002}. Leur classification en 

deux groupes distincts repose sur les récepteurs qu’ils reconnaissent : les IFNs de type I 

reconnaissent le récepteur IFNAR (Type I IFN Receptor) comprenant 2 sous-unités 

(IFNAR1 et IFNAR 2) ; l’IFN de type II ou IFN-γ reconnaît le récepteur IFNGR 

comprenant également deux chaines (IFNGR1 et IFNGR2) {Stark, 1998} (figure 12). Les 

récepteurs aux IFNs régulent l’expression de gènes selon des mécanismes identiques en 

activant les molécules de signalisation JAK (Janus Kinase) et les facteurs de transcription 

STAT (Signal Transducer and Activator of Transduction) {Levy, 2002}. Classiquement, 

l’IFN-γ active les propriétés antimicrobiennes (principalement anti-bactérienne et anti-

parasitaire) des macrophages, neutrophiles et cellules épithéliales. La production d’IFNs 

de type I quant à elle intervient rapidement dans les processus d’immunité innée 

déclenchés par les bactéries, les parasites, les champignons mais aussi les virus {Decker, 

2002} {Hertzog, 2003} {Schroder, 2004} {Bogdan, 2004}. 
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Figure 12 : voies de signalisation des récepteurs aux interférons {Decker, 2002}. 

 

3.3.1. La famille des IFNs de type I 

 

La famille des IFNs de type I est constituée de 20 membres pouvant êtres exprimés 

spécifiquement par certaines espèces. Les génomes de mammifères contiennent les gènes 

codant pour les IFN-α, IFN-β, IFN-ω, IFN-κ et IFN-ε. De plus, l’IFN-ζ a été 

spécifiquement identifié chez la souris, les IFN-τ et IFN-δ sont exprimés chez le porc. 

Tous les IFNs de type I possèdent une certaine homologie de séquence et de structure, 

mais n’ont aucune ressemblance avec l’IFN-γ de type II {Hardy, 2004} {van Pesch, 

2004} {Pestka, 2004}.  
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Lors d’infections virales et bactériennes, les principaux IFNs de type I produits sont les 

IFN-α et IFN-β {Bogdan, 2004}. Deux types d’IFN-β  sont produits chez l’homme et la 

souris : l’IFN-β1 (communément appelé IFN-β) et l’IFN-β2 (ou IL-6). Bien que l’IL-6 

possède des activités immuno-modulatrices similaires à l’IFN-β, elle ne partage pas le 

même récepteur et, est de ce fait considérée comme une cytokine indépendante 

n’appartenant pas à la famille des IFNs de type I {van Pesch, 2004} {Mitsuyama, 2006}. 

La sous-famille des IFN-α  est constituée de 13 membres fonctionnels chez l’homme et 

14 chez la souris (IFN-α1-13/14) {van Pesch, 2004}. Bien que les différents IFN-α 

possèdent des activités biologiques propres, notamment en terme d’activation des cellules 

NK, ils conservent une activité commune anti-virale {Pestka, 2004}. La production 

d’IFNs de type I n’est pas limitée à un réservoir cellulaire spécifique puisque toute cellule 

infectée par des virus peut produire ces cytokines. Cependant, certaines cellules telles les 

cellules dendritiques plasmacytoides sont spécialisées dans la production d’IFNs de type 

I et sont de ce fait capables d’induire une réponse systémique {Levy, 2002} {Prakash, 

2005}. 

  

3.3.2. Le récepteur IFNAR (figure 12) 

 

Les chaînes IFNAR1 et IFNAR2 sont ancrées à la surface membranaire et associées par 

leur domaine intra cytoplasmique à des membres de la famille des Janus Kinase (JNK) : 

TYK2  (Tyrosine Kinase 2) et JAK1 respectivement {Novick, 1994} {Russell-Harde, 

1995} {Cohen, 1995}. La fixation des IFNs de type I à ce récepteur induit la 

phosphorylation des JNKs nécessaire pour le recrutement des molécules STAT1 et 

STAT2 {Velazquez, 1995} {Krishnan, 1996}. Les STATs ensuite phosphorylées forment  

des hétérodimères STAT1-STAT2 capables de se complexer à la molécules IRF9 pour 

former le facteur de transcription ISGF3, induisant le synthèse d’IFNs de type I. STAT1 

peut également former des homodimères STAT1-STAT1 qui migrent dans le noyau et 

activent la synthèse de cytokines et chimiokines pro inflammatoires {Haque, 1994} {Li, 

1996} {Decker, 2005}. 
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3.3.3. Mécanismes d’actions anti-microbiennes des IFNs  

 

Les IFNs de type I sont des molécules immuno modulatrices ayant un spectre d’action 

très large sur les mécanismes immunitaires innés et adaptatifs. 

 

Les IFNs de type I inhibent directement la réplication de virus. Ils empêchent la 

dissémination de ces virus en rendant les cellules infectées plus sensibles à l’apoptose. 

Les corps apoptotiques ainsi générés renforcent la présentation des antigènes viraux par 

les cellules présentatrices d’antigènes. L’un des mécanismes par lequel les IFNs de type I 

pourraient déclencher les processus apoptotiques, en réponse aux infections virales, est 

l’activation de la sérine/thréonine kinase PKR (Protein Kinase R) impliquée dans 

l’expression du récepteur de mort Fas {Balachandran, 2000} {Ohyama, 2004}. Les IFNs 

de type I contrôlent également la réplication de pathogènes bactériens en induisant la 

production d’oxyde nitrique et d’indoléamine-2, 3-dioxygenase (IDO) par les cellules 

infectées {Carlin, 1989} {Devitt, 1996} {Schiavoni, 2004}. 

 

Les IFNs de type I constituent par ailleurs un lien entre l’immunité innée et adaptative 

lors d’infections bactériennes (figure 13). Ils contribuent à la maturation des cellules 

présentatrices d’antigènes et permettent leur migration vers les organes lymphoïdes 

régulant ainsi les processus de présentation antigénique aux cellules T. L’infection in 

vitro de cellules de Langherans humaines par Staphylococcus aureus ou Escherichia coli 

induit leur maturation par des mécanismes dépendants des IFNs de type I {Flacher, 

2006}. Il en est de même pour des cellules dendritiques et des macrophages humains 

infectés par Salmonella enterica sérovar Thyphimurium (S. Thyphimurium) {Pietila, 

2005}. Par ailleurs, lors de l’infection de souris par S. Thyphimurium, les IFN-α et -β 

générés agissent en synergie avec l’IL-18 pour induire la production d’IFN-γ par les 

cellules NK et les cellules T CD4+ par des mécanismes IL-12 indépendants 

{Freudenberg, 2002}. Enfin, des études in vitro utilisant des macrophages humains ont 

montré que l’IFN-β stimule la production d’IFN-γ et d’indoléamine-2, 3-dioxygenase 

(IDO) par ces cellules renforçant leur capacité à inhiber la réplication intracellulaire du 

parasite Toxoplasma gondii et à tuer le parasite {Schmitz, 1989} {Orellana, 1991}. 

64



 

Figure 13 :  stimulations des mécanismes d’immunité innée et adaptative par les IFNs 

de type I {Decker, 2002}. 

 

3.4. Conclusion : origine des IFNs de type I et modulation de la réponse immunitaire 

 

Les récepteurs Toll-like (TLRs) jouent un rôle central dans la réponse immunitaire innée 

aux agents pathogènes et dans l’initiation d’une réponse adaptative efficace. La grande 

variété de motifs microbiens qu’ils reconnaissent ainsi que leur expression dans les 

compartiments cellulaires hématopoïétiques et non hematopoiétiques font des TLRs un 

senseur microbien privilégié dans l’intestin grêle. Lors de processus infectieux, 

l’activation des voies de signalisation TLRs induit la production de cytokines et 

chimiokines pro inflammatoires par les cellules présentatrices d’antigènes et les cellules 

épithéliales. Les interférons de type I (IFNs de type I) sont également produits lors de 

l’activation des voies de signalisation TLRs et contribuent, par des mécanismes de 

stimulation autocrines ou paracrines, à amplifier les mécanismes immuns nécessaires à 

l’élimination des pathogènes notamment intestinaux. 
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CHAPITRE 4 : LES MECANISMES DE LA REPONSE IMMUNITAIRE  

CONTRE TOXOPLASMA GONDII 
 

L’infection par Toxoplasma gondii (T. gondii) est très répandue chez l’homme et existe 

partout dans le monde. L’incidence de cette infection varie en fonction de la zone 

géographique. En Europe, la séroprévalence est élevée, allant jusqu'à 54% dans les pays 

du sud de l’Europe, mais est plus faible dans les pays Nordiques telle la Suède ou la 

Norvège (5-10%) {Jenum, 1998} {Evengard, 2001}. Sur le continent Américain, la 

séroprévalence de T. gondii reste limité aux Etats-Unis (16-40%) tandis qu’elle 

représente 50 à 80% de la population dans les pays d’Amérique centrale et d’Amérique 

du sud {Jones, 2003} {Bahia-Oliveira, 2003}. De façon générale, la probabilité et la 

fréquence de contact avec le parasite est élevée parmi les populations vivant dans des 

milieux socio-économiques pauvres pouvant êtres contaminés par des eaux souillées 

{McQuillan, 2004}. La France, avec une séroprévalence de l’ordre de 55%, fait figure 

d’exception. Dans ce dernier cas, la forte séroprévalence de T. gondii est probablement 

due à des habitudes alimentaires notamment la consommation de viande  saignante 

{Zuber, 1995}  {Berger, 2007}. 

 

La plupart des infections à T. gondii chez l’homme sont asymptomatiques, mais 

entraînent dans certains cas une maladie dévastatrice : la toxoplasmose. L’une des  

formes sévères de l’infection est la toxoplasmose congénitale, provoquant des 

avortements, des anomalies de développement du système nerveux central ou des cécités 

des fœtus {Petersen, 2007}. La voie d’infection naturelle de T. gondii est la voie orale, le 

parasite étant ensuite capable de se disséminer et de se multiplier dans tous les organes 

{Dubey, 1996} {Dubey, 2000}. Il peut, sous forme de kystes, résider dans les cellules 

musculaires ou rétiniennes, ainsi que dans le cerveau {Gilbert, 1999} {Hill, 2002}. 

L’enkystement permet au parasite de survivre face aux attaques du système immunitaire 

et de se maintenir durant toute la vie des individus infectés. À la faveur d’immuno-

dépression (SIDA, chimio et radiothérapies, greffes), T. gondii ré-initie sa réplication en 

particulier dans le cerveau et engendre une toxoplasmose cérébrale mortelle {Frenkel, 

1975} {Holtkamp, 2004} {Hung, 2005}. À ce jour, aucun traitement n’est disponible 
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pour se prévenir de l’infection par le toxoplasme sous sa forme kystique. Seules de 

bonnes conditions d’hygiène et une cuisson suffisante des aliments peuvent limiter les 

risques de contamination. 

 

4.1. Cycles infectieux de T. gondii 

 

T. gondii est un protozoaire appartenant au phylum Apicomplaxa. Ce phylum est 

constitué entre autres de Plasmodium, Toxoplasma et Eimeria, parasites intracellulaires 

pour lesquels l’invasion d’une cellule hôte est une étape obligatoire du cycle biologique 

et un composant essentiel de leur pathogénicité {Black, 2000} {Kim, 2004}. Le cycle de 

vie de T. gondii est constitué de deux phases (figure 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : cycles infectieux de Toxoplasma gondii.   Hôte primaire du parasite  
  Hôtes secondaires du parasite {Tenter, 2000 modifié}. 
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La phase sexuée a lieu uniquement chez les membres de la famille des Felidae (chats 

sauvages et domestiques), hôtes primaires pour le parasite {Dubey, 1976 #469}. Après 

ingestion de kystes provenant de source fécale ou tissulaire, T. gondii envahit les cellules 

épithéliales de l’intestin des Felidae et se multiplie de manière asexuée dans des 

vésicules parasitophores sous forme de bradyzoïtes {Freyre, 1989}. Après quelques jours 

de reproduction rapide, le parasite acquiert sa forme sexuée. Pendant les deux semaines 

que dure la phase sexuée intestinale, des millions d’oocystes vont êtres libérés dans la 

lumière intestinale, et excrétés dans le fécès de l’hôte. Ces oocystes survivent pendant 

plusieurs mois dans le sol et constituent une source d’infection importante des hôtes 

secondaires. Après sporulation, qui intervient dans le milieu extérieur en 1 à 21 jours, en 

fonction des conditions hygrométriques, de température et d’aération du milieu, les 

oocystes renferment deux sporocystes contenant chacun 4 sporozoïtes {Lindsay, 1991} 

{Lindsay, 1993} {Dubey, 1998}. Les sporozoïtes sont infectieux et contaminent l’homme 

et les animaux après leur ingestion. Les sporozoïtes ingérés par l’homme ou par des 

herbivores comme les moutons, se transforment en tachyzoïtes, formes réplicatives du 

parasite. 

 

La phase asexuée se produit lorsque T. gondii infecte des animaux à sang chaud comme 

les mammifères ou les oiseaux {Wong, 1993} {Dubey, 1998}. Lorsque ces hôtes dits 

intermédiaires ingèrent des oocystes, T. gondii pénètre activement les cellules de la 

barrière épithéliale de l’intestin, forme une vésicule parasitophore où le parasite évolue 

en sa forme réplicative asexuée : les tachyzoïtes {Smith, 1995}. Le parasite se multiplie 

par des mécanismes de fission binaire induisant in fine l’éclatement des vacuoles 

parasitophores puis des cellules hôtes elles-mêmes permettant aux tachyzoïtes de migrer 

vers les cellules adjacentes et de les infecter {Radke, 1998}. 

 

Chez ses hôtes intermédiaires, T. gondii n’initie pas de phases d’enkystement dans 

l’intestin grêle. Ainsi, la transmission du parasite ne peut s’effectuer directement de 

personne à personne, mis à part dans le cas de la mère a son fœtus. Cependant, le parasite 
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se dissémine dans l’organisme à partir de la barrière intestinale vers différents tissus de 

l’hôte comme les poumons, la rate ou le foie. Les principaux réservoirs tissulaires connus 

contenant le parasite restent néanmoins le système nerveux central et les muscles 

squelettiques ou cardiaques. Durant les trois premiers jours, T. gondii infecte et se 

multiplie dans les entérocytes. Après une phase intensive de réplication asexuée, des 

tachyzoïtes sont libérés et réinfectent les cellules adjacentes dont celles de la lamina 

propria, point de départ de leur migration vers le cerveau {Dubey, 1997} {Speer, 1998} 

{Bout, 1999} (Figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : différentes phases de migration des tachyzoites de Toxoplasma gondii de la 

lamina propria vers le cerveau {Mowat, 2003} {Courret, 2006}. 
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Les tachyzoïtes infectent les cellules dendritiques CD11c+ pour migrer vers les 

ganglions mésentériques au jour 5 post-infection. À partir des ganglions, le toxoplasme 

rejoint la circulation sanguine au jour 7 pour se disséminer dans l’organisme par 

l’intermédiaire des leucocytes CD11b+ qu’il infecte. Enfin, par des mécanismes non 

encore illucidés, T. gondii atteint, 9 jours après infection, le cerveau où il initie une phase 

d’enkystement {Courret, 2006}. La forme kystique du parasite et sa localisation 

intracellulaire expliquent en grande partie la persistance de T. gondii dans les tissus 

périphériques malgré l’intervention de nombreux mécanismes de défense, innés ou 

adaptatifs. Ceci explique également les échecs de traitements par des antibiotiques à ce 

stade du cycle parasitaire. 

 

4.2. Les Différentes souches de T. gondii 

 

L’analyse de marqueurs génotypiques, l’habileté du parasite à induire une encéphalite ou 

à induire tout un panel de cytokines sont des critères qui ont été pris en compte pour 

classer T. gondii en trois groupes majeurs : les souches de type I (RH et GT-1), II 

(ME49) et III (CEP et VEG) {Saeij, 2005}. 

 

4.2.1. Génotype de T. gondii et virulence 

 

T. gondii exprime des facteurs de virulence constitués par des antigènes de surface 

permettant l’adhésion du parasite aux cellules de l’hôte (SAGs), des facteurs solubles 

sécrétés contribuant aux processus actifs d’invasion cellulaire (ROPs) et au relargage des 

tachyzoïtes après la réplication du parasite dans des vacuoles parasitophores (MICs, 

GRAs) {Lingelbach, 1998}.  

 

La virulence du toxoplasme est mesurée par une DL50 (Dose Létale 50%) chez la souris. 

Ainsi, les souches de type I sont très virulentes comparées aux souches de type II et III 

chez la souris. Les souches de type I sont également associées chez les patients 

immunocompétents à des toxoplasmoses oculaires et congénitales {Howe, 1997} {Grigg, 

2001} {Boothroyd, 2002}. L’élaboration de mutants knockout a permis d’identifier 
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certains gènes liés à la virulence fortement exprimés par les souches de type I : SAG1, 

SAG3, ROP1, MIC1, MIC3 et GRA2 {Mercier, 1998} {Dzierszinski, 2000} {Cerede, 

2005}. 

 

4.2.2. Migration de T. gondii et virulence 

 

Le franchissement de la barrière épithéliale, de la barrière méningée ou du placenta sont 

des  éléments clés pour la propagation du parasite dans l’organisme. Ainsi, au-delà de sa 

capacité à envahir les cellules de l’hôte, la motilité de T. gondii permet la dissémination 

du parasite. Il a été montré in vitro que les souches de type I ont une plus grande motilité 

que les souches de types II et III {Barragan, 2002} {Barragan, 2003 #487}.  

 

4.2.3. Multiplication intracellulaire de T. gondii et virulence 

 

La vitesse de multiplication intracellulaire du parasite conditionne à la fois la 

dissémination du parasite dans l’organisme mais aussi l’intensité de la réponse 

immunitaire développée par l’hôte {Kaufman, 1958} {Kaufman, 1959}. La charge 

parasitaire est hautement corrélée à la pathogénie de T. gondii chez la souris, régulant le 

taux de production de cytokines Th1 en réponse à l’infection, augmentant les 

phénomènes d’apoptose et les dommages tissulaires {Kaufman, 1959} {Mordue, 2001} 

{Gavrilescu, 2001}. Les souches de type I ont une vitesse de multiplication in vitro 

supérieure aux souches de types II et III {Radke, 2001} {Sibley, 2002}. In vivo, la charge 

parasitaire de T. gondii RH dans la lamina propria est supérieure à celle de ME49 lors 

d’injections intra iléale d’une quantité identique de tachyzoïtes {Burg, 1988}.  

 

4.3. L’immunité anti-toxoplasmique 

 

L’infection par T. gondii induit des mécanismes immunitaires innés et acquis contrôlant 

la réplication et la dissémination du parasite, et détruisant les tachyzoïtes avant qu’ils 

n’infectent de nouvelles cellules. Des modèles murins ont été largement utilisés afin 
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d’identifier les différents composants de la réponse immunitaire intervenant dans 

l’immunité anti-toxoplasmique. 

 

4.3.1. Mécanismes innés de la réponse immunitaire à T. gondii 

 

Les entérocytes bordant les villosités intestinales produisent de nombreuses cytokines et 

chiomiokines pro inflammatoires lors de l’infection par de nombreux pathogènes. 

Rapidement après infection les entérocytes libèrent dans la lumière intestinale de l’oxyde 

nitrique inhibant la réplication du parasite et sa pénétration dans la barrière intestinale 

{Hayashi, 1996} {Yap, 1999}. L’analyse de tissus, provenant de l’intestin grêle de souris 

oralement infectées par Toxoplasma gondii, montre par ailleurs une augmentation 

importante de la production des chimiokines pro inflammatoires CCL2 et CXCL10 (et 

dans une moindre proportion des chimiokines CXCL2, CCL3, CCL4 et CCL5) 

{Mennechet, 2002}. In vitro, l’infection des lignées entérocytaires murines mICcl2, ou 

humaines HT-29, par des tachyzoïtes de T. gondii induit la production des chimiokines 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 et CXCL8 ayant des propriétés attractrices pour les 

cellules polymorphonucléaires, les monocytes macrophages, les cellules dendritiques et 

les cellules T {Bens, 1996} {Denney, 1999} {Buzoni-Gatel, 2001}. 

 

La chimiokine CXCL2 sécrétée par les entérocytes permet le recrutement des 

neutrophiles aux sites sites infectés par T. gondii via leur récepteur CXCR1 murin ou 

CXCR2 humain {Del Rio, 2001}. La déplétion des neutrophiles chez la souris est 

corrélée à une plus grande sévérité des lésions des tissus infectés et à  une augmentation 

de la charge parasitaire soulignant le rôle de ces cellules dans l’immunité anti-

toxoplasmique {Bliss, 2001}. Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires capables 

de détruire les tachyzoïtes à la fois dans leur compartiment intracellulaire mais aussi par 

la sécrétion de facteurs microbicides {Thorne, 1983} {Nichols, 1985}. Ces cellules sont 

également une source importante d’IL-12 et de TNF-α lors de l’infection par le 

toxoplasme, contribuant ainsi à la génération d’une réponse adaptative de type Th1 

conduisant à l’élimination du parasite {Denkers, 2003} {Denkers, 2004}. 

 

72



Les chimiokines CCL3, CCL4 et CCL5 partagent un récepteur commun CCR5 exprimé 

par les macrophages et cellules dendritiques, cellules phagocytaires internalisant T. 

gondii. De même que pour les neutrophiles, les macrophages sont capables de tuer T. 

gondii dans leur compartiment intracellulaire, consécutive à une endocytose active, et de 

libérer des facteurs microbicides en réponse à l’infection par le parasite {Murray, 1984} 

{Denkers, 2003}. La liaison de la cyclophiline-18 du toxoplasme au récepteur 

chimiokinique CCR5 active également les cellules présentatrices d’antigènes recrutées 

dans la lamina propria et induit la production d’IL-12 {Aliberti, 2003} {Aliberti, 2003}. 

L’utilisation de souris MyD88 KO, molécule adaptatrice commune aux voies de 

signalisation par les TLRs, a permis de montrer que lors de l’infection par T. gondii, les 

macrophages et les cellules dendritiques sont par ailleurs activés par des processus 

TLR(s) dépendants {Scanga, 2002}. En effet, la production d’IL-12 par les cellules 

présentatrices d’antigènes infectées par T. gondii requiert d’une part des voies 

fonctionnelles de signalisation mais aussi l’engagement de la molécule de co-stimulation 

CD154 avec son ligand CD40 {Scanga, 2002} {Li, 2002}. L’IL-12 produite par les 

cellules présentatrices d’antigènes lors de l’infection par le toxoplasme induit la 

production d’IFN-γ par les cellules T. 

 

L’IL-15 est une cytokine pro inflammatoire également produite par les macrophages et 

les cellules dendritiques activés {Khan, 2002} {Lieberman, 2004}. Cette cytokine agit 

notamment sur les cellules NK et NKT de la lamina propria  et induit la libération de 

grandes quantités d’IFNγ  soutenant ainsi la réponse immunitaire adaptative initiée contre 

le toxoplasme {Tato, 2003} {Ronet, 2005}.  

 

T. gondii pénètre cependant dans les cellules cibles et formes des vésicules 

parasitophores incapables de fusionner avec les lysosomes des cellules phagocytaires. 

Dans cette situation, les cellules présentatrices d’antigènes sont utilisées par le 

toxoplasme pour se disséminer dans l’organisme {Courret, 2006} {Carruthers, 2007}. 
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4.3.2. Mécanismes adaptatifs de la réponse immunitaire à T. gondii 

 

4.3.2.1. Mécanismes adaptatifs pro inflammatoires induits par le 

toxoplasme 

 

Les cellules T CD4+ activées par les cellules présentatrices d’antigènes représentent la 

plus grande sous population de lymphocytes T de la lamina propria. Lors de l’infection 

de souris C57BL/6 par T. gondii, les lymphocytes T recrutés produisent de grandes 

quantités d’IFN-γ et de TNF-α (figure 16). Le défaut de production d’IFN-γ par les souris 

IFN-γ KO est corrélé à une réplication incontrôlée du parasite conduisant à la mort des 

animaux 3 à 4 semaines après infection orale par T. gondii {Liesenfeld, 1999}. 

 

Figure 16 :  mécanismes pro inflammatoires de la réponse immunitaire à T. gondii  et 

régulation par les lymphocytes intra-épithéliaux {Kasper, 2004}. 
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L’infection par le toxoplasme génère un afflux massif de cellules T CD4+ productrices 

d’IFN-γ dans la lamina propria {Mennechet, 2002}. Les cellules T CD4+ sont 

maintenues à l’état naïf dans les ganglions mésentériques, conséquence de leur 

expression constitutive du récepteur chimiokinique CCR7 et la molécule S1P-R 

(sphingosine 1-phosphate-receptor). Une fois activées, les cellules T CD4+ pro 

inflammatoires d’une part réduisent l’expression des molécules CCR7 et S1P-R et d’autre 

part augmentent l’expression des récepteurs de chimiokines CCR2, CCR5, CCR9 et 

CXCR3 interagissant avec les chimiokines produites par les cellules épithéliales 

infectées, et par les cellules présentatrices d’antigènes activées {Graeler, 2002} 

{Bachmann, 2006} {observations non publiées}. Les cellules T CD4+ activées expriment 

également le récepteur aux intégrines α4β7 {Kim, 2005} permettant le recrutement de 

ces lymphocytes vers la muqueuse intestinale {Liesenfeld, 1999} {Kasper, 2004}. Les 

cellules T productrices d’IFN-γ ainsi recrutées dans la lamina propria renforcent ainsi la 

production des chimiokines  CCL2, CCL3 et CXCL10 par les cellules épithéliales de 

l’intestin augmentant l’attraction d’immunocytes inflammatoires {Mennechet, 2002}. 

 

L’IFN-γ possède un fort pouvoir anti-parasitaire. En effet, l’activation des entérocytes par 

l’IFN-γ inhibe la réplication intracellulaire de T. gondii en limitant la disponibilité des 

ions Fe++ libres {Dimier, 1998}. Combiné au TNF-α, l’IFN-γ active la production 

d’oxyde nitrique par les macrophages limitant ainsi la réplication du parasite {Adams, 

1990} {Langermans, 1992}. Enfin, l’IFN-γ induit la dégradation du tryptophane dans les 

cellules hématopoïétiques ou non hématopoïétiques infectées contrôlant ainsi la 

croissance du toxoplasme {Silva, 2002}. 

 

4.3.2.2. L’infection orale par le toxoplasme induit une iléite fatale chez 

les souris C57BL/6 

 

L’étude in vivo de la pathogénicité de T. gondii chez son hôte murin a mis en évidence 

des différences majeures entre les souches de souris utilisées pour ces études. Ainsi les 

souris C57BL/6 développent une réponse inflammatoire efficace contre le parasite, mais 

ne sont pas capables de réguler cette réponse et développent une iléite entraînant leur 
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mort 7 à 10 jours après infection orale par T. gondii. Les souris CBA/J en revanche sont 

particulièrement propices à la réplication du parasite et meurent de toxoplasmose 

cérébrale 3 semaines à 1 mois après infection. Les souris Balb/c quant à elles s’infectent 

très faiblement par le toxoplasme et, conservent l’intégrité de leurs tissus intestinaux en 

réponse à  l’infcetion {McLeod, 1984} 

 

L’iléite observée chez les souris C57BL/6 présente des caractéristiques histologiques et 

cellulaires communes aux maladies inflammatoires humaines de l’intestin (ou IBD – 

Inflammatory Bowel diseases) : perte de l’intégrité et raccourcissement des villosités 

intestinales, infiltration massive de leucocytes (neutrophiles, macrophages, cellules 

dendritiques, lymphocytes) dans la lamina prorpia, nécrose tissulaire {Liesenfeld, 1996}. 

Les cellules T CD4+ productrices d’IFN-γ sont une population cellulaire clé dans la 

génération de l’iléite. Les souris athymiques ou ayant subi une déplétion en cellules T 

CD4+ survivent à la phase aiguë de l’infection, mais perdent leur aptitude à contrôler la 

réplication du parasite {Liesenfeld, 1996}. De même, les souris IFN-γ KO sont protégées 

contre l’iléite, mais ne contrôlent plus la réplication du parasite {Liesenfeld, 1999 #519}. 

 

4.3.2.3. Mécanismes régulateurs de la réponse immunitaire à T. gondii 

 

La production de chimiokines et cytokines pro inflammatoires est une condition requise 

pour le contrôle de la réplication intracellulaire de T. gondii empêchant la dissémination 

du parasite et les lésions tissulaires qu’ il engendre. Cependant, l’absence de régulation 

de cette réponse inflammatoire chez les souris C57BL/6 est responsable d’une pathologie 

inflammatoire de l’intestin grêle des souris infectées.  

 

L’IL-10  a une activité immuno-régulatrice démontrée dans le modèle d’infection par T. 

gondii. Les souris Balb/c IL-10 KO deviennent sensibles à l’iléite intestinale, la 

production d’IL-12 et de TNF-α par les macrophages étant très fortement augmentée. Les 

cellules T CD4+ purifiées de la rate de ces souris produisent également d’avantage 

d’IFN-γ {Suzuki, 2000}. Chez les souris C57BL/6, l’absence d’IL-10 renforce la sévérité 
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de l’iléite intestinale et rend les souris sensibles à des doses infectieuses sublétales 

{Neyer, 1997}. 

 

Certaines sous populations de lymphocytes intraépithéliaux (LIE TCR αβ, CD8αβ) 

localisés sous la barrière épithéliale possèdent une activité immuno-régulatrice chez les 

souris C57BL/6. Le transfert adoptif de LIE sensibilisés, prélevés de souris infectée et 

réinjectés dans des souris naïves prévient le développement de l’iléite {Buzoni-Gatel, 

1999}. La protection des souris est associée à la production de TGF-β, le traitement de 

souris ayant reçu des LIEs sensibilisés par des anticorps anti-TGF-β étant suffisant pour 

abroger la protection contre l’iléite apportée par ces cellules {Buzoni-Gatel, 2001}. Le 

TGF-β limite la réponse inflammatoire d’une part en inhibant la prolifération des cellules 

T CD4+ et d’autre part en réduisant la production de chimiokines pro inflammatoires par 

les entérocytes infectés et la production d’IFN-γ par les cellules T CD4+ {Mennechet, 

2004}. 

 

4.4. Conclusion : immunité anti-toxoplasmique et conséquences 

 

La résistance à l’infection aiguë ou chronique par T. gondii requiert la production de 

cytokines pro inflammatoires par les leucocytes massivement recrutés dans la lamina 

propria. L’IFN-γ produit par les cellules T CD4+ et CD8+, mais aussi par les cellules 

NK, est une cytokine clé pour le contrôle de l’infection parasitaire. Cette réponse doit être 

cependant finement régulée afin de ne pas dégénérer en maladie inflammatoire intestinale 

comme observé chez les souris C57BL/6. 

 

 Les cellules dendritiques, par la production d’IL-12 consécutivement à l’endocytose 

active du toxoplasme, agissent comme initiateurs de la réponse adaptative au parasite. 

Cependant, T. gondii possède des mécanismes de survie intracellulaire dans les cellules 

phagocytaires et utilise ces cellules pour se disséminer dans l’organisme via les ganglions 

mésentériques. 
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BUT DES ETUDES REALISEES 
 

L’infection par Toxoplasma gondii génère une réponse pro inflammatoire contribuant au 

contrôle et à l’élimination du parasite. Les études présentées dans ce manuscrit visent  

une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans 

l’initiation et la régulation de la réponse immunitaire contre le parasite T. gondii chez son 

hôte murin. Le système immunitaire intestinal est un système complexe, dynamique et 

régulé à la fois lors des phases initiatrices de la réponse inflammatoire mais également 

lors de phases plus tardives de rétablissement de l’homéostasie intestinale. 

 

Les Toll-Like Receptors (TLRs) ont un rôle central dans l’initiation de la réponse 

immunitaire aux pathogènes. Dans l’intestin, leur expression, par les cellules de la 

barrière épithéliale (entérocytes, cellules de Paneth) et dans la lamina propria 

(macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B), fait de ces récepteurs des senseurs 

privilégiés des agents infectieux invasifs. Plus spécifiquement, l’activation de la voie de 

signalisation TLR9 induit la production d’interférons (IFNs) de type I, puissantes 

molécules immuno-modulatrices et la maturation des cellules dendritiques. L’article 1 

(et résultats complémentaires) décrit le rôle du TLR9 lors de l’infection de souris par T. 

gondii et les effets de l’activation des voies de signalisation sous-jacentes tant par les 

cellules des compartiments hématopoïétiques et non hématopoïétiques. 

 

Au-delà de sa participation à l’initiation d’une réponse adaptative, l’activation des voies 

de signalisation TLR9 active des mécanismes de défense innée propres à la barrière 

épithéliale. Parmi ces mécanismes, les alpha-défensines (ou cryptdins chez la souris) sont 

des peptides anti-microbiens éliminant les agents microbiens pathogènes dans la lumière 

intestinale mais aussi stimulant la production de chimiokines par les entérocytes. 

L’article 2 (et résultats complémentaires) présente une nouvelle activité anti-parasitaire 

des cryptdins contre T. gondii et décrit les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

libération de ces peptides par les cellules de Paneth. 
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L’élimination de T. gondii par son hôte infecté nécessite une réponse adaptative cellulaire 

de type Th1. Les phases extracellulaires du parasite étant éphémères, la réponse 

adaptative humorale par les cellules B matures intervient de facon marginale lors de la 

réponse immunitaire à T. gondii, bien que chez la souris des immunoglobulines générées 

lors de l’infection limitent les processus invasifs du parasites. Cependant, les cellules B 

immatures agissent comme des cellules présentatrices d’antigènes capables de présenter 

des antigènes solubles aux cellules T. L’article 3 identifie un rôle pro inflammatoires des 

cellules B lors de l’infection par T. gondii soutenant la production de cytokines de type 

Th1 par les cellules T. Dans le modèle murin C57BL/6, la réponse inflammatoire initiée 

par le toxoplasme conduit à une iléite létale indiquant une rupture dans la régulation de 

l’homéostasie intestinale. Des résultats complémentaires identifient la génération de 

cellules T régulatrices naturelles lors de l’infection par T. gondii, et mettent en évidence 

l’importance de l’environnement cytokinique précédant l’infection pour permettre à ces 

cellules d’intervenir dans la régulation de l’homéostasie intestinale. 
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1. Article 1 : le TLR9 est nécessaire à la réponse du tissu lymphoide associé à 

l’intestin lors de l’infection par Toxoplasma gondii 

 

Le TLR9 est largement exprimé dans l’intestin grêle. Sa localisation intracellulaire dans 

les vésicules du réticulum endoplasmique fait du TLR9 un récepteur privilégié pour la 

reconnaissance des pathogènes intracellulaires {Ahmad-Nejad, 2002}. Les motifs CpG 

hypométhylés génomiques ou extra génomiques de bactéries invasives, comme les  

Salmonelles, sont les agonistes de TLR9 les mieux décrits {Totemeyer, 2005} 

{Magnusson, 2007}. Cependant, un pigment protéique, l’hémozoine, produit par 

Plasmodium falciparum, un parasite  appartenant comme T. gondii au phylum 

Apicomplexa, active la voie de signalisation TLR9 indiquant que ce récepteur intervient 

également dans des mécanismes de défense contre des parasites {Coban, 2005}. Nous 

avons observé que les souris MyD88 KO ne pouvant pas activer la plupart des voies de 

signalisation TLRs étaient incapables de développer une réponse inflammatoire efficace 

pour lutter contre le toxoplasme et succombaient de toxoplasmose cérébrale un mois 

après infection. Ceci suggère que les TLRs interviennent dans l’initiation de la réponse 

inflammatoire à T. gondii. Nos résultats préliminaires nous ont permis d’éliminer la 

participation active de TLR4 et TLR2 dans les phénomènes inflammatoires précoces 

suivant l’infection par le parasite. En revanche, l’absence de signes cliniques intestinaux 

observés chez les souris TLR9 KO (fond génétique C57BL/6) infectées indique un défaut 

d’initiation de la réponse immunitaire. Nous avons donc étudié le rôle du TLR9 au cours 

de l’infection par T. gondii. 
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1.1. Le TLR9 exprimé par les cellules épithéliales de l’intestin et dans la 

lamina propria, est requis pour l’initiation d’une réponse pro 

inflammatoire contre Toxoplasma gondii 

 

Les souris TLR9 KO sont un outil permettant d’étudier in vivo l’action de TLR9 dans la 

réponse aux pathogènes {Hemmi, 2000}. Nous avons observé que les souris TLR9 KO 

n’ont pas ou peu d’infiltration de lymphocytes dans la lamina propria en réponse à 

l’infection par T. gondii permettant ainsi au parasite de se répliquer largement dans 

l’intestin grêle et de se disséminer dans l’organisme (article 1 ; figure 1 & figure 2). De 

plus, la lamina propria des souris TLR9 KO infectées présente un défaut de production 

de cytokines de type Th1 (IFN-γ et TNF-α) (article 1 ; figure 2). Le corollaire de ce 

défaut de reconnaissance du parasite à son point naturel d’entrée dans l’organisme est la 

résistance des souris TLR9 KO à l’iléite, mais une plus grande sensibilité face à la forme 

cérébrale de toxoplasmose (article 1 ; figure 1). 

 

Afin de comprendre les rôles respectifs du TLR9 exprimé par la barrière intestinale 

(compartiment non hématopoïétique) et dans la lamina propria (compartiment 

hématopoïétique) nous avons généré des souris chimères hématopoïétique ayant une 

déplétion spécifique du TLR9 dans l’un ou l’autre de ces compartiments (article 1 / 

résultats complémentaires ; figure A et B). Nous avons observé que l’absence 

d’expression de TLR9 par les cellules épithéliales ou les cellules de la lamina propria 

aboutissait à une infiltration réduite de cellules T CD4+ productrices d’IFN-γ dans 

l’intestin en réponse à l’infection orale par T. gondii (article 1 ; figure 5). 
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1.2. Les cellules dendritiques de la lamina propria expriment TLR9 et 

orientent la réponse adaptative à T. gondii vers un type Th1 

 

Les cellules dendritiques font parties des cellules hématopoïétiques exprimant fortement 

le TLR9. Nous avons étudié la fréquence et le phénotype des cellules dendritiques 

présentes et/ou recrutées dans les ganglions mésentériques de souris sauvage (WT – wild 

type) et TLR9 KO une semaine après infection. Nous avons sélectionné des marqueurs de 

surface nous permettant de distinguer les cellules dendritiques plasmacytoïdes des 

cellules dendritiques myéloïdes  (tableau 7). 

 

 

Tableau 7 : marqueurs phénotypiques utilisés pour l’étude des cellules dendritiques 

myéloïdes et plasmacytoïdes des ganglions mésentériques de souris sauvages ou TLR9 

KO. low : faible expression, high : forte expression, var : expression hétérogène. 

 

Ainsi, les cellules dendritiques CD11high, CD8αvar, n’expriment pas les marqueurs B220 

et mPDCA, mais possèdent la molécule de présentation antigénique CMH-II et les 

molécules de co-stimulation CD80 / CD86. Ces cellules ayant un phénotype myéloïde ne 

sont présentes que chez les souris WT et TLR9 KO naïves. Leur fréquence est inférieure 

cependant chez les souris TLR9 KO comparées aux souris WT indiquant que le TLR9 

joue un rôle dans le recrutement ou le maintien des populations de cellules dendritiques 

myéloïdes dans les ganglions mésentériques (article 1 ; figure 4). Les cellules CD11clow, 

CD8αvar, ayant un phénotype caractéristique de cellules dendritiques plasmacytoïdes 

(B220 / mPDCAvar, CMH-IIlow, CD80 / CD86low), constituent une population dynamique 

au cours de l’infection par T. gondii chez les souris WT. En effet, les populations 

CD11clow, CD8αint, ayant une expression très hétérogène des marqueurs B220 et mPDCA 

à l’état naïf, opèrent un changement de phénotype 7 jours après infection par T. gondii et 

DC Myéloïdes 
CD11chigh, 

CD8αvar 
CMH-IIvar 

CD80var, 

CD86var 

B220low, 

mPDCAlow 

DC Plasmacytoïdes 
CD11clow, 

CD8αvar 
CMH-IIlow 

CD80low, 

CD86low 

B220var, 

mPDCAvar 

83



ont une réduction significative de l’expression de ces deux molécules. Les souris TLR9 

KO en revanche ne montrent pas d’évolution phénotypique des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes en réponse à l’infection. Ceci indique que le TLR9 est nécessaire soit 

pour l’expansion ou la migration des cellules dendritiques plasmacytoïdes vers les 

ganglions mésentériques en réponse à l’infection par T. gondii (article 1 ; figure 4). 

 

Les souris CD11c-DTR (Diphteria Toxin Receptor) expriment un récepteur humain à la 

toxine diphtérique placée sous la dépendance du promoteur CD11c (article 1 / résultats 

complémentaires ; figure A). Deux injections intra-péritonéales (I.P.) avec 4ng de 

toxine diphtérique par mg de poids de souris, réparties sur deux jours, permettent 

l’élimination des cellules CD11c+. Consécutivement à ce traitement, les populations de 

cellules dendritiques CD11c+ sont totalement déplétées pendant 3 jours puis sont 

régénérées une semaine à 10 jours {Probst, 2005} {observations personnelles}.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure A :  spécificité d’expression du TLR9 par les cellules hématopoïétiques 

(immunocytes) et non hématopoïétiques (cellules épithéliales) de l’intestin grêle des 

souris C57BL/6 sauvages (WT – Wild Type), TLR9 KO et CD11c-DTR. 

WT TLR9 KO CD11c-DTR 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ 
Immunocytes  
 TLR9+ 

Cellules épithéliales 
 TLR9- 
Immunocytes  
 TLR9- 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ 
Immunocytes  
 TLR9+ 
Cellules dendritiques 
 CD11c-DTR+ 
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Ce modèle nous a permis de créer d’une part des souris chimères (sur fonds C57BL/6) 

ayant reçu de la moelle osseuse de souris CD11c-DTR, et d’autre part des souris double-

chimères ayant reçu de la moelle osseuse provenant de souris TLR9 KO et CD11c-DTR. 

En les traitant avec de la toxine diphtérique 48 et 24 heures avant infection par T. gondii, 

les souris chimères (B6 mo CD11c-DTR) ont une absence totale des cellules dendritiques 

mais expriment le TLR9 dans leurs compartiments hématopoïétiques et non 

hématopoïétiques. Dans le cas des souris double-chimères (B6 mo CD11c-DTR & TLR9 

KO), seules les cellules dendritiques TLR9 KO sont conservées après le traitement par la 

toxine diphtérique, les cellules épithéliales et les immunocytes constituant le GALT 

gardent un phénotype TLR9+ (article 1 / résultats complémentaires ; figure B).  
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Figure B : phénotypes des populations cellulaires hématopoïétiques et non 

hématopoïétiques des souris chimères (B6 mo TLR9 KO ou CD11c-DTR), et doubles-

chimères (B6 mo TLR9 KO ou CD11c-DTR), après traitement par la toxine 

diphtérique. 

+ 

= 

  

  

 

B6 WT 

Moelle osseuse:  
   WT 

Moelle osseuse:   
   TLR9 KO 

Moelle osseuse:  
   CD11c-DTR 

Moelle osseuse:  
   TLR9 KO  
   & CD11c-DTR 

B6 mo B6 B6 mo TLR9 KO B6 mo CD11c-DTR B6 mo TLR9 ko 
& CD11c-DTR 

Traitement par la toxine 
diphtérique 

 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ 
Immunocytes  
 TLR9+ 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ 
Immunocytes  
 TLR9- 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ et - 
Immunocytes  
 TLR9+ et - 
Cellules dendritiques 
 TLR9 KO 

Cellules épithéliales 
 TLR9+ 
Immunocytes  
 TLR9+ 
Absence de cellules 
dendritiques 

Irradiation: 
2x 600 rads 
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L’infection orale de souris C57BL/6 par T. gondii génère une puissante réponse de type 

Th1 destinée à éliminer le parasite. Lors de la phase aiguë de l’infection des cellules T 

effectrices productrices d’IFN-γ sont recrutées et activées dans la lamina propria. Cette 

réponse immune intestinale si elle reste non régulée a pour conséquence une perte de 

poids des souris qui succombent environ 10 jours après l’infection. L’analyse de la 

morbidité des souris chimères et double-chimères montre qu’en l’absence de cellules 

dendritiques les souris sont moins sensibles à la phase aiguë de l’infection. Ceci est 

également observé pour les souris dont le compartiment hématopoïétique n’exprime pas 

le TLR9 ou ne possédant que des cellules dendritiques TLR9 KO (article 1 / résultats 

complémentaires ; figure C). 

 

Figure C: les souris chimères, déplétées en cellules dendritiques, ou les souris double-

chimères, n’exprimant que des cellules dendritiques TLR9 KO, sont moins sensibles a 

la phase aiguë de l’infection par T. gondii. Les souris chimères et double-chimères ont 

été infectées oralement avec 35 kystes de T. gondii 76K (3 souris par groupes) puis leur 

morbidité a été évaluée en mesurant l’évolution de leur poids comparé au poids initial 

durant 7 jours suivant l’infection. 
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Nous avons ainsi observé que les souris C57BL/6 ne possédant pas de cellules 

dendritiques ont une réponse Th1 (IFN-γ) dépréciée en réponse à l’infection orale par le 

toxoplasme, à la fois dans la lamina propria et dans les ganglions mésentériques 7 jours 

après infection. Il en est de même pour les souris ne possédant que des cellules 

dendritiques TLR9 KO (article 1 / résultats complémentaires ; figures D et E). Ceci 

indique que l’expression du TLR9 par les cellules dendritiques est requise pour 

l’initiation d’une réponse Th1 lors de l’infection orale par T. gondii. L’analyse, par PCR 

quantitative en temps réel, de l’expression d’IL-10 et d’IL-13 (cytokine de type Th2) 

nous a permis d’observer que l’absence de cellules dendritiques ou l’absence 

d’expression du TLR9 par ces mêmes cellules induit une réponse adaptative de type Th2 

dans l’intestin grêle lors de l’infection par T. gondii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure D : l’absence de cellules dendritiques exprimant le TLR9 polarise la réponse 

adaptative dans l’intestin grêle lors de l’infection par T. gondii vers un type Th2. Les souris 

chimères et double-chimères (3 souris par groupes) ont été infectées oralement par 35 kystes de 

T. gondii 76K. L’intestin grêle a ensuite été prélevé 7 jours après infection pour mesurer 

l’expression par RT-PCR quantitative des ARNm codant pour l’IFN-γ (Th1) et l’IL-13 (Th2).  

 

88



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure E : l’absence de cellules dendritiques exprimant le TLR9 provoque une diminution de 

la réponse adaptative Th1 dans les ganglions mésentériques lors de l’infection par T. gondii. 

Sept jours après infection orale par T. gondii 76K (35 kystes), les ganglions mésentériques des 

souris chimères et double-chimères (3 souris par groupes) ont été prélevés. L’expression des 

ARNm codant pour l’IFN-γ (Th1) et l’IL-13 (Th2) a été mesurée par RT-PCR quantitative 

 

1.3. L’activation des voies de signalisation TLR9 lors de l’infection par T. 

gondii génère la production d’Interférons (IFNs) de type I  

  

La pathogénie des maladies inflammatoires de l’intestin est due à un disfonctionnement  

de l’interaction entre la flore endogène intestinale et la réponse immunitaire muqueuse. 

En absence d’éléments pathogènes parmi la flore de l’intestin, la tolérance aux antigènes 

microbiens peut être altérée soit par la présence de cellules T effectrices réagissant de 

façon disproportionnée a ces antigènes, soit par un défaut de l’activité des populations 

cellulaires régulatrices de la lamina propria {Strober, 2007}. 

 

Nous avons étudié le rôle de la flore intestinale dans la génération et/ou la régulation de 

la réponse hyper immune au toxoplasme. En absence de flore intestinale, nous avons 

observé que malgré une morbidité identique aux souris C57BL/6 lors de la phase aiguë de 

l’infection, les souris axéniques survivent à l’iléite intestinale (article 1 / résultats 

complémentaires ; figure F). 

89



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure F : La morbidité des souris axéniques est identique à celle des souris contrôles lors de 

la phase aiguë de l’infection, mais les souris axéniques survivent contrairement aux souris 

témoins. Les souris axéniques ou contrôles (6 par groupe) ont été infectées oralement par T. 

gondii. Leur morbidité a été mesurée en comparant l’évolution de leur poids à leur poids initial 

quotidiennement.  

 

Après infection par T. gondii la mort des souris est causée par une production 

intempestive de cytokine Th1. Afin de comprendre pourquoi les souris axéniques ne 

meurent pas, nous avons étudié le profil des cytokines (Th1, Th2 et Th3) produites  dans 

l’intestin grêle mais aussi les ganglions mésentériques avant infection et au jour 7 après 

infection. La mesure par RT-PCR de l’expression des ARNm codant pour l’IFN-γ 

(cytokine Th1) montre que les souris axéniques infectées oralement par T. gondii 

développent une réponse inflammatoire identique aux souris C57BL/6 conventionnelles 

ce qui corrobore nos observations initiales sur la morbidité. Ces souris développent une 

réponse inflammatoire normale, protectrice contre l’infection par T. gondii (article 1 / 

résultats complémentaires ; figure G). Cependant, des différences notables sont 

observées quant à la production de cytokines Th2 et Th3. Ainsi, à l’état naïf, les cellules 

purifiées de la lamina propria et des ganglions mésentériques des souris axéniques 

expriment d’avantage d’IL-10 et de Smad3 (facteur de transcription induisant 

l’expression de TGF-β) que celles issues de souris conventionnelles. De plus, lors de la 

phase aiguë de l’infection par T. gondii, ces cellules maintiennent un taux de production 

de cytokines Th2 et Th3 deux fois supérieur chez les souris axéniques comparées aux 
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souris conventionnelles (article 1 / résultats complémentaires ; figure G). Ainsi, 

l’absence de flore microbienne ne modifie pas la capacité des souris à répondre à 

l’infection par le toxoplasme, mais permet une meilleure régulation de l’homéostasie 

intestinale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure G : les souris axéniques ont un profil cytokinique Th2 et Th3 renforcé et produisent 

d’avantage de ces cytokines immuno-régulatrices en réponse a l’infection par orale T. gondii. Les 

cellules de la lamina propria et des ganglions mésentériques ont été purifiées à partir de souris 

axéniques ou controles (3 par groupe) 7 jours après l’infection orale par 35 kystes de T. gondii. 

L’expression des ARNm codant pour l’IFN-γ, l’IL-10 et Smad3 a été mesurée par PCR quantitative en 

temps réel. 

 

Lamina propria Ganglions mésentériques 
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L’activation de la voie de signalisation TLR9 par des bactéries invasives comme 

Salmonella sp ou par des agonistes synthétiques tels les CpG-ODNs induit la 

translocation nucléaire de facteurs de transcription NFκB, AP-1 et IRF7 {Verthelyi, 

2001} {Totemeyer, 2005} {Magnusson, 2007}. Nous avons observé que l’activation des 

voies de signalisation TLR9 lors de l’infection de souris C57BL/6 par le toxoplasme 

induit la production d’IFNs de type I. La cinétique de production de ces IFNs suit le cycle 

infectieux du parasite, avec une première augmentation des ARNm codant pour les IFN-

α et -β vingt-quatre à quarante-huit heures après infection, puis aux  jours 3-4 après 

infection lorsque le parasite est libéré par les entérocytes infectés pour réinfecter la 

barrière épithéliale et pénétrer dans la lamina propria (article 1 ; figure 3). 

 

L’initiation de la réponse Th1 dans le GALT étant associée à l’expression du TLR9, nous 

avons tiré parti de ces expériences avec les souris axéniques pour préciser l’origine 

bactérienne ou parasitaire de l’agoniste du TLR9. Dans les souris axéniques, nous avons 

ainsi mesuré l’expression des ARNm codant pour le TLR9 et l’IFN-β par les entérocytes 

et les lymphocytes purifiés des ganglions mésentériques 3 jours après infection par le 

toxoplasme. Les souris axéniques ont une activation réduite des voies de signalisation 

TLR9 et de la production d’IFN-β par les entérocytes et les lymphocytes des ganglions 

mésentériques (article 1 / résultats complémentaires ; figure H). Cette tendance, bien 

que reproductible, n’est cependant pas significative. Ainsi, en absence de flore 

microbienne, les souris axéniques activent la voie de signalisation TLR9 et produisent de 

l’IFN-β en réponse à l’infection. Ceci indique que le parasite active directement ce 

récepteur de l’immunité innée. La flore intestinale cependant joue un rôle amplificateur 

dans cette réponse, mais n’est pas requise pour l’activation de ce processus d’immunité 

innée au toxoplasme 
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Figure H : les souris axéniques modulent les voies de signalisation TLR9 en réponse à l’infection 

orale par T. gondii. Des souris axéniques (3 par groupe) ont été infectées oralement par T. gondii puis 

sacrifiées 3 jours  après infection. Les cellules épithéliales de l’intestin ont été purifiées et les ganglions 

mésentériques isolés pour mesurer par PCR quantitative en temps réel l’expression des ARNm codant 

pour le TLR9 et l’IFN-β. 

 

Cellules épithéliales Ganglions mésentériques 
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TLR9 Is Required for the Gut-Associated Lymphoid Tissue
Response following Oral Infection of Toxoplasma gondii

Laurie A. Minns,* Laurence C. Menard,* David M. Foureau,* Sylvie Darche,†

Catherine Ronet,§ Daniel W. Mielcarz,* Dominique Buzoni-Gatel,2† and Lloyd H. Kasper1,2*

TLRs expressed by a variety of cells, including epithelial cells, B cells, and dendritic cells, are important initiators of the immune
response following stimulation with various microbial products. Several of the TLRs require the adaptor protein, MyD88, which
is an important mediator for the immune response following Toxoplasma gondii infection. Previously, TLR9-mediated innate
immune responses were predominantly associated with ligation of unmethylated bacterial CpG DNA. In this study, we show that
TLR9 is required for the Th1-type inflammatory response that ensues following oral infection with T. gondii. After oral infection
with T. gondii, susceptible wild-type (WT; C57BL/6) but not TLR9�/� (B6 background) mice develop a Th1-dependent acute
lethal ileitis; TLR9�/� mice have higher parasite burdens than control WT mice, consistent with depressed IFN-�-dependent
parasite killing. A reduction in the total T cell and IFN-�-producing T cell frequencies was observed in the lamina propria of the
TLR9�/� parasite-infected mice. TLR9 and type I IFN production was observed by cells from infected intestines in WT mice.
TLR9 expression by dendritic cell populations is essential for their expansion in the mesenteric lymph nodes of infected mice.
Infection of chimeric mice deleted of TLR9 in either the hemopoietic or nonhemopoietic compartments demonstrated that TLR9
expression by cells from both compartments is important for efficient T cell responses to oral infection. These observations
demonstrate that TLR9 mediates the innate response to oral parasite infection and is involved in the development of an effective
Th1-type immune response. The Journal of Immunology, 2006, 176: 7589–7597.

I nnate immunity provides the first line of defense against in-
vading pathogens and is essential for survival in the absence
of adaptive immune responses. Innate immune recognition

relies on a limited number of germline-encoded receptors, such as
TLRs, that recognize pathogen-associated molecular patterns of
microbial origin (1–6). To date, 13 members of the TLR family
have been characterized in mice. Although TLRs are expressed in
a broad range of tissues, the greatest variety of TLR mRNAs is
found in professional APCs. A key role of TLRs in innate immu-
nity is the development of the acquired immune response charac-
terized by polarization of naive CD4� helper T cells toward the Th
type I (Th1) or Th2 phenotype.

The classically defined ligand for TLR9, bacterial unmethylated
CpG DNA, has an immunomodulatory effect at the cellular level,
and TLR9�/� mice are unresponsive to immunostimulatory CpG
DNA (7–9). Human TLR9-conferred responsiveness to CpG-DNA
occurs via the recognition of species-specific CpG motifs (10). The
engagement of CpG DNA with TLR9 results in the activation of a
wide range of transcription factors (i.e., NF-�B, AP-1, or IFN reg-
ulatory factor-7) by MyD88-dependent signaling pathways that ul-
timately leads to the expression of Th1 proinflammatory cytokines

such as IL-12 and type I IFNs (11, 12). Whereas TLR1, TLR2, and
TLR4 are cell surface expressed, current opinion is that TLR9 has
a predominantly intracellular localization in macrophages and den-
dritic cells (DC),3 an advantageous position for the recognition of
intracellular pathogens (13).

Recent observations indicate that DNA is not the only ligand for
TLR9. Plasmodium falciparum blood stage schizonts, soluble
schizont extracts, and, most recently, hemozoin pigment activate
plasmacytoid DCs and use the TLR9-MyD88 signaling pathway,
indicating that TLR9 plays an essential role in recognizing Api-
complexa infections (14, 15).

Oral infection with Toxoplasma gondii in certain strains of mice
(C57BL/6) leads to an acute lethal ileitis within 7 days of infection.
This experimental model of inflammatory bowel disease is similar
to human ileitis with regard to disease localization, histological
findings, and immunologic imbalance (16). The death is not related
to an uncontrolled parasite replication but is due to an overwhelm-
ing Th1-like immune response. CD4 T cells from the lamina pro-
pria secrete huge quantities of IFN-� and TNF-� that are respon-
sible for the inflammatory process (17). Mice genetically incapable
of producing IFN-� do not develop the lethal ileitis despite a high
parasite replication. Indeed the Th1-like immune response, al-
though deleterious if uncontrolled, is necessary to limit parasite
replication.

Defective APC responses were observed in MyD88�/� macro-
phages, neutrophils, and splenic DCs exposed to soluble T. gondii
Ag, indicating the essential role of a MyD88-dependent TLR in
responding to T. gondii infection (18). Additional reports show
intact APC responses in TLR2- and TLR4-deficient mice, suggest-
ing that neither of these MyD88-dependent TLRs are involved in
systemic immune responses to T. gondii infection (19). Studies
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with TLR11 knockout (KO) mice demonstrate that after systemic
infection with T. gondii, these mice have a persistently elevated
serum titer of both IL-12 and IFN-�, implying that other TLR
pathways are involved in the host innate response to this parasite
(20). Taken together, these observations indicate that T. gondii
infection triggers an immune response that signals through a
MyD88-dependent TLR, which may work independently or in
concert with TLR11. In this study, we show for the first time that
TLR9 expression by APCs from the hemopoietic and nonhemo-
poietic compartments is essential for initiating the innate immune
response following oral infection with T. gondii and that TLR9 is
required for an efficient T cell response in the small intestine.

Materials and Methods
Mice and parasites

Female 6- to 8-wk-old C57BL/6 mice (wild-type; WT) obtained from The
Jackson Laboratory and TLR9�/� mice backcrossed onto a C57BL/6 back-
ground (provided by S. Akira, Department of Host Defense, Osaka Uni-
versity, Osaka, Japan; Ref. 9) were bred and housed under approved con-
ditions at the Animal Research Facility at Dartmouth Medical School or at
the Institut Pasteur (Paris, France). Bone marrow (BM) chimeric mice were
engineered in which only the hemopoietic system or the nonhemopoietic
system was impaired for the TLR9 expression. Recipient WT or TLR9�/�

mice were lethally irradiated (900 rad) with a Ce137 source. Then, they
received i.v. BM cells (1 � 107) recovered from femurs and tibias of donor
WT or TLR9�/� mice. The quality of the reconstitution was appreciated 7
wk later by bleeding the chimeric mice and checking by quantitative RT-
PCR for TLR9 expression among the blood cells. The chimeric mice were
used 7 wk after reconstitution. Mice were infected orally by intragastric
gavage with 35 cysts of the 76K T. gondii strain maintained through pas-
sage in CBA/J mice. After infection, mice were weighed and mortality was
recorded daily. All experiments were performed with 4–6 mice/group and
were repeated a minimum of three times; error bars represent the SEM,
unless specified otherwise.

Histology

Intestines were immediately fixed in 10% formalin overnight, embedded in
paraffin, and sectioned. Sections were stained with H&E and photographed.
Histological inflammatory score from 0 to 4 was applied in a blinded fash-
ion as described previously (21): 0, no inflammation; 1, slight infiltrating
lymphocytes in the lamina propria with focal acute infiltration; 2, mild
infiltrating cells in the lamina propria with increased blood flow and mild
edema; 3, diffuse and massive infiltrating cells leading to disturbed mucosal
architecture; 4, crypt abscess and superficial necrosis of the intestinal villi.

Purification of intestinal epithelial cells (IEC)

Small intestines were washed with PBS, and Peyer’s patches were re-
moved. Intestines were opened longitudinally and cut into 1-cm long sam-
ples. The pieces were incubated in PBS (Ca/Mg free)-EDTA 3 mM under
agitation (10 min, 37°C), and the supernatants containing the IECs were
collected and washed in RPMI 1640 with 5% FBS. This process was re-
peated twice. Dithioerythritol was then added to the cells (1.6 mg/10 ml).
After incubation (15 min, 37°C), cells were washed twice. Purified IECs
were collected at the interface of a Percoll gradient of 60–30% (30 min,
1500 rpm) and washed with RPMI 1640 before use.

Mesenteric lymph node (MLN) DC suspension

DC suspensions from mice were performed as described previously (22).
Briefly, MLNs and spleens were collected from mice, excess fat removed,
and digested in 1.67 Wunsch U/ml Liberase Cl (Roche, Boehringer Mann-
heim) and 0.2 mg/ml DNaseI (Sigma-Aldrich) in RPMI 1640 to form a
single-cell suspension. Cells were then resuspended in RPMI 1640 10%
FBS for further analysis.

Purification of lamina propria lymphocytes (LPL)

LPLs were purified as described previously (23). Briefly, fat and Peyer’s
patches were removed from small intestines that were washed twice with
PBS. Small intestines were opened longitudinally, cut into 1-cm pieces,
and washed twice in 3 mM EDTA in Ca/Mg-free PBS for 10 min at 37°C.
Intestine pieces were then washed twice in 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl in
RPMI 1640 1% FBS for 10 min at 37°C. Intestine pieces were then di-
gested in Liberase (Roche) 0.14 Wursch U/ml and DNase I (Sigma-

Aldrich) at 5 U/ml in RPMI 1640 at 37°C for up to 1 h. Cell suspensions
were washed twice in RPMI 1640 10% FBS then laid over Histopaque
(density � 1.077) and centrifuged. Cells in the interphase were collected,
washed, and used for further assays.

Cell surface fluorescent-activated cell analysis

Single-cell suspensions of typically 1 � 106 cells were stained using con-
ventional methods in PBS 2% FBS with Fc Block (BD Pharmingen) using
the following Abs: CD3FITC, CD3APC, CD4FITC, CD4APC,
CD45RBPE, CD8�PE, CD8�PerCP, CD11cFITC, CD11cAPC, Gr-1PE,
MHC class II PE, CD11bPE, B220APC, CD80FITC, CD86FITC, the ap-
propriate isotype controls (BD Pharmingen), and mPDCA (Miltenyi Bio-
tec); cells were analyzed for four-color staining on a BD FACSCalibur (BD
Biosciences). Gating for analysis was determined using the appropriate
isotype control.

Intracellular cytokine staining

Single-cell suspensions from the LPL or MLN were restimulated ex vivo
with 50 ng/ml PMA (Sigma-Aldrich) and 500 ng/ml ionomycin (Sigma-
Aldrich) for 2 h in RPMI 1640 10% FBS at 37°C followed by treatment
with 10 �g/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich) for 2 h at 37°C. Following
surface marker staining using conventional methods, cells were permeabil-
ized using the BD Cytofix/Cytoperm kit (BD Pharmingen) and stained
intracellularly with IFN-� allophycocyanin or IFN-�PE (BD Pharmingen).

Two-step SYBR green quantitative real-time PCR

A total of 0.5 �g to 2.0 �g (within each experiment, the same quantity of
mRNA was used) of QIAgen RNeasy-purified (Qiagen) mRNA was re-
verse transcribed using SuperScript II RT (Invitrogen Life Technologies).
A total of 200 ng of cDNA was amplified using the SYBR green Core
reagents or the �2 SYBR green mix (Applied Biosystems) on a Bio-Rad
iCycler. Relative expression was normalized to �-actin and was expressed
using the �CT method, where relative expression � 2�(exp �actin) �1000.
The following primers were used: �-actin, forward AGAGGGAAATCGT
GCGTGAC and reverse CAATAGTGATGACCTGGCCGT; IFN-�, for-
ward TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA and reverse TGGCTCTG
CAGGATTTTCATG (24); TNF-�, forward CATCTTCTCAAAATTC
GAGTGACAA and reverse TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC (24);
IFN-�, forward CCATCCAAGAGATGCTCCAG and reverse GTGG
AGAGC AGTTGAGGACA (25); and TLR9, forward AGGCTGTCAAT
GGCTCTCAGTT and reverse TGAACGATTTCCAGTGGTACAAGT
(26). For T. gondii parasite burden, the T. gondii B1 gene was amplified
from 1 �g of total genomic DNA prepared using the DNeasy kit (Qiagen),
and a standard curve for parasite equivalents was generated using a plasmid
as described previously: QB1, forward GGAACTGCATCCGTTCATGAG
and reverse TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC (27).

Statistical analyses

Groups were compared using Prism Statistical Software’s unpaired t test; sig-
nificance was expressed as p � 0.05 (�), p � 0.01 (��), or p � 0.001 (���).

Results
TLR9�/� mice are resistant to the ileitis following oral infection
with T. gondii

We have reported previously that C57BL/6 mice die within 10
days following oral infection with T. gondii. These mice die of an
acute ileitis that is associated with the complete, transmural de-
struction of the epithelial barrier. The entire ileum of the infected
mice is disrupted with sparing of the colon. Microscopically, in-
flammation associated with large numbers of infiltrating cells and
hemorrhages into the small intestine is observed. Histological ex-
amination of the small intestine from TLR9�/�-infected mice re-
vealed the absence of inflammatory signs and showed intact in-
tegrity of the epithelial barrier similar to that of uninfected control
mice (Fig. 1A). Histological scorings of ileum sections from in-
fected mice revealed a significant ( p � 0.001) reduction in in-
flammation (Fig. 1B) as compared with the WT mice. Addition-
ally, TLR9�/� mice had a significantly lower weight loss at day 8
( p � 0.001) and 100% survival by day 15 postinfection compared
with the WT-infected controls that had rapid weight loss and suc-
cumbed to the inflammation brought on by the infection by day 9.
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TLR9�/� mice failed to develop ileitis through the completion of
these studies, indicating a reduced capacity to mount an inflam-
matory response following infection (Fig. 1C). To confirm that the
absence of inflammation in TLR9�/� mice was not due to de-
creased infectivity of the mice, parasite burden was assessed using
real-time quantitative PCR. TLR9�/� mice had higher parasite
burden in the intestine and spleen compared with the WT controls
at day 3 postinfection (Fig. 1D) that continued until the WT con-
trols succumbed to the inflammation (data not shown).

TLR9�/� mice have reduced T cell responses in the lamina
propria and impaired Th1 cytokine responses in the
small intestine

To characterize the immune response in the small intestines of
TLR9�/� mice following oral infection with T. gondii, cytokine
mRNA levels were compared using quantitative real-time PCR.
TNF-� levels appeared reduced at days 3 and 7 postinfection;
however, the reduction was not significant (Fig. 2A). There was a
significant difference in IFN-� mRNA expression, the hallmark of
the Th1-like immune response at day 7 postinfection ( p � 0.01)
between the WT and TLR9�/� mice (Fig. 2B).

To determine whether T cell responses were altered as a result
of the TLR9 deletion following oral infection with T. gondii, the
frequency of CD3�CD4� and CD3�CD8� T cells from the lam-
ina propria was measured by FACS analysis. As expected, by day
7 postinfection there was a significant increase of CD3�CD4� T

cells in the lamina propria of both WT and TLR9�/� mice com-
pared with days 0 and 3 (Fig. 2C). Although there was an overall
increase in CD4� T cells in the lamina propria, TLR9�/� mice
exhibited a reduced frequency of CD3�CD4� T cells compared
with the WT controls at day 7 ( p � 0.001). Moreover, there was
an overall decrease in the percentage of IFN-�-producing T cells in
the lamina propria by both the CD8� population as well as CD4�

by day 7 postinfection (Fig. 2D). There was no demonstrable
change in either IL-4 or IL-10 expression (both by intracellular
FACS analysis of cells from the lamina propria and by quantitative
real-time PCR of infected small intestines), confirming that the
decrease in Th1 cytokine production was not associated with a Th2
shift (data not shown). Analysis of the CD4�CD25�CD45RBlow

population in the lamina propria and the MLNs failed to demon-
strate a shift in the CD45RBlow T cell population from TLR9�/�

mice as compared with control mice (data not shown). These data
as well as the observed decrease in total small intestine mRNA for
IFN-� in TLR9�/� mice is consistent with a depressed Th1 type
inflammatory response in TLR9�/� mice following oral infection
with T. gondii.

TLR9 and type I IFN-� are expressed in the small intestine by
IECs and by cells from the lamina propria in response to
T. gondii infection

The small intestine constantly samples a variety of microbial and
food Ags. TLR9 is expressed by nonprofessional APC such as

FIGURE 1. TLR9�/� mice are resistant to T. gondii-induced ileitis and exhibit higher parasite burdens compared with WT controls. WT (C57BL/6) and
TLR9�/� mice were orally infected with 35 cysts of T. gondii, and histological evidence of inflammation was noted at day 7 postinfection. Histological
analysis of day 7 postinfection small intestines from TLR9�/� mice showed an absence of inflammation following oral infection with T. gondii (A).
Histological scoring revealed a significant decrease in intestinal inflammation in TLR9�/� mice compared with WT controls (B). Following oral infection
with 35 T. gondii cysts, TLR9�/� mice were resistant to T. gondii-induced weight loss compared with WT controls; �, 100% mortality at day 9 in WT mice
compared with �, 100% survival at day 15 in TLR9�/� mice (C). Parasite burden as determined by quantitative real-time PCR of the T. gondii B1 gene
measured at day 3 postinfection was significantly higher in TLR9�/� mice in the gut and spleen compared with WT controls (D). Data shown are one
representative experiment of three independent experiments with at least 5 mice/group.

7591The Journal of Immunology

96



epithelial cells (28), and more specifically by the IECs (29). In
addition to TLR9 mRNA levels, previous studies have shown that
TLR9 engagement can be measured in terms of type I IFN expres-
sion (14, 30, 31). Exposure to type I IFNs (� or �) results in the
phenotypic maturation of DCs (32). Quantitative real-time PCR
was performed for IFN-� and TLR9 to determine their expression
level over the course of infection. At early time points, such as
12 h postinfection, elevated mRNA for TLR9 and IFN-� was ob-
served in the small intestine; TLR9 and IFN-� mRNA appeared to
peak at day 3 postinfection in this oral infection model (Fig. 3A).
IECs isolated from mice at serial time points postinfection ex-
pressed a basal level of TLR9 and IFN-� before dropping between
24 h and 3 days postinfection (Fig. 3B). The peak of TLR9 and
IFN-� was again observed at day 4 postinfection. A cyclic pattern
in the kinetics of TLR9 expression was also observed from cells in
the lamina propria (Fig. 3C). These results are consistent with
successive stages of the parasite life cycle of invasion/replication/
release followed by reinvasion of host cells.

DC populations in the MLNs of TLR9�/� mice are reduced
compared with B6 mice after infection

The decrease of the inflammatory response in TLR9�/� mice
might result from a reduced capacity of DCs to help with the
induction of a Th1-like immune response. Because DCs are es-

sential for the switch of the immune response toward a Th1 or Th2
profile, they were more thoroughly examined. TLR9 is expressed
by a wide variety of APCs including DCs.

Gut-associated lymphoid tissue (GALT) DCs are distinct from
peripheral DCs in terms of subset representation, phenotype, and
function (33–37); MLN DCs can be characterized based on their
expression of CD11c and CD8�. Previous studies have shown that
MLN plasmacytoid-like DC can be CD11clow, CD8��, B220�,
GR-1�, class IIlow, CD80low, and CD86low (34). Separate studies
suggest that CD11c�CD8��intCD11b� cells could also be con-
sidered plasmacytoid DC (33). MLN CD11c� CD8�- DCs can be
either nonplasmacytoid or myeloid DCs (36). mPDCA is ex-
pressed on peripheral plasmacytoid DCs (38); its expression on
GALT DCs had not been described previously. In humans, only
plasmacytoid DCs are known to express TLR9, whereas myeloid,
plasmacytoid, and conventional DC (pDC) subsets (CD11c�) ex-
press TLR9 in mice (8) (39).

Four populations of MLN DCs were analyzed, CD11chigh

CD8��/� (CD11chigh), CD8��CD11clow (CD8�- DCs), CD8�int

CD11clow (CD8�int), and CD8�highCD11clow (CD8�high) (Fig.
4A). These subsets were phenotyped for the expression of B220,
CD11b, GR-1, mPDCA, MHC class II, CD80, and CD86 (Fig.
4B). Both naive B6 and TLR9�/� mice had similar DC popula-
tions in terms of frequency (Fig. 4A) and phenotype (Fig. 4B). The

FIGURE 2. Infected TLR9�/� mice have a decreased Th1 response in the small intestine and in the lamina propria. WT and TLR9�/� mice were orally
infected with 35 T. gondii cysts, and intestines were measured at day 3 and day 7 postinfection for inflammatory cytokines. SYBR green quantitative
real-time PCR of small intestines from infected mice showed a reduction in TNF-� mRNA and a significant decrease in IFN-� mRNA (day 7), measured
at days 3 and 7 postinfection (A and B). Lymphocytes from the lamina propria were isolated, and the frequency of CD3�CD8� T cells and CD3�CD4�

T cells were determined by FACS analysis (lamina propria preparations from six mice with three pooled intestines stained and measured three times per
independent experiment). An overall increase of CD3�CD4� cells was observed at day 7 compared with naive controls (day 0) and day 3 postinfection
(C). A significant decrease in the CD3�CD4� population in the lamina propria of TLR9�/� mice was observed at day 7 postinfection compared with the
WT controls (C). Cells purified from the lamina propria were restimulated ex vivo with PMA and ionomycin and stained intracellularly with IFN-�.
Following restimulation, TLR9�/� mice displayed a 2-fold reduction of IFN-�-producing T cells (D), compared with WT controls. Data shown are
representative of three independent experiments with 4–6 mice/group
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CD11chigh cells are only present under naive conditions in both
WT and TLR9�/� mice; these data correlate with previously pub-
lished work (34). Phenotypically, these cells are B220�/�,
CD11blow, GR-1�, mPDCA�, MHC class IIhigh, and CD80/
CD86� (Fig. 4B), indicative of a nonplasmacytoid mature DC. The
CD8�- DCs from naive mice are predominantly B220high,
CD11blow, GR-1�, mPDCA�, MHC class IIhigh, CD80�, and
CD86�, suggesting a mature nonplasmacytoid or possibly a my-
eloid-like DC population. Naive CD8�int DCs had variable ex-

pression of B220 and GR-1, mPDCA�, CD11bhigh, MHC class
IIint, CD80�, and CD86�, suggestive of pDCs. Naive CD8�high

DCs were B220low, mostly CD11blow
, GR-1int, mPDCAlow, MHC

class IIlow, CD80�, and CD86�, also suggestive of a pDC
population.

MLNs from infected WT mice showed higher frequencies of all
DC populations compared with the infected TLR9�/� mice (Fig.
4A). Of the DCs from infected mice, the most striking increase was
in the CD8�int population in the B6 mice; these cells were B220int,
CD11bhigh, GR-1�, mPDCA�, MHC class IIlow, suggesting an
expansion or migration of a different set of DCs than were present
before infection. This population differs significantly from the
CD8�int cells from the TLR9�/� mice that expressed B220high,
mPDCAhigh, and MHC class IIhigh (Fig. 4B), similar to the
CD8�int DCs present in naive mice. These results suggest that this
subset of DCs may require TLR9 for their expansion and/or mi-
gration into the MLN of parasite-infected mice. In both WT and
TLR9�/� mice, after infection the CD11clow subsets expressed
mPDCA and expression of costimulatory molecules CD80 and
CD86 (Fig. 4B) and a modest increase in IL-12(p40/p70) expres-
sion (data not shown). Both intracellular and extracellular TLR9
were detected in B6 mice on DCs from the MLN (data not shown).

TLR9 expressed by the cells from both the hemopoietic and
nonhemopoietic compartments is essential for the immune
response following oral infection of T. gondii

TLR9 chimeric mice were generated to identify whether nonhe-
mopoietic cells, such as epithelial cells, or the hemopoietic cells
were responsible for initiating the T cell response following oral
infection with T. gondii. Our studies focused on the CD4� T cells
from the lamina propria because we showed in this study as well
as previously (17, 40, 41), that these CD4� T cells infiltrated the
lamina propria and produced copious amounts of IFN-� following
oral infection. We observed a reduced frequency of IFN-�-pro-
ducing CD4� cells from the lamina propria in irradiated WT mice
that were reconstituted with BM from TLR9�/� mice (Fig. 5A)
(the nonhemopoietic cells from these TLR9�/�, whereas the he-
mopoietic cells are TLR9�/�). These results were similar to the
observed reduction of IFN-�-producing CD4� in TLR9�/� mice
(Fig. 5A). In chimeric mice where the nonhemopoietic system con-
tained a TLR9�/� phenotype and the hemopoietic system a WT
one (irradiated TLR9�/� mice reconstituted with BM from WT
mice), there was also a reduction of IFN-�-producing CD4� cells
from the lamina propria (Fig. 5A), similar to what was observed in
TLR9�/� mice. WT mice reconstituted with WT BM were also
used as controls and responded similarly to the WT mice (data not
shown). These results indicate that there is no endogenous defect
in T cells from TLR9�/� mice and that the TLR9-dependent Ag
responses in the nonhemopoietic as well as the hemopoietic com-
partments are essential for the initiation of both the innate and
adaptive immune response following oral infection with T. gondii.
Histological analyses of the chimeric mouse intestines revealed a
mixed phenotype in the TLR9�/� mice reconstituted with WT BM
and in the WT mice reconstituted with TLR9�/� BM (Fig. 5B),
further implicating a role for APCs from both the hemopoietic and
nonhemopoietic compartments.

Discussion
TLRs expressed by cells of the mucosal epithelium and associated
lymphoid tissue play an essential role in the defense against mi-
crobes by recognizing conserved bacterial molecules. Previous
studies as well as unpublished observations in our laboratory in-
dicate that neither TLR4 nor TLR2 participate in the innate mu-
cosal response to this parasite, although signaling through the

FIGURE 3. TLR9 and IFN-� mRNA are expressed by cells from the
small intestine and specifically by IECs and cells from the lamina propria
following T. gondii infection. WT mice were orally infected with 35 T.
gondii cysts; representative sections of intestines, purified IECs, and lam-
ina propria cells were assayed for TLR9 and IFN-� production. TLR9 and
IFN-� mRNA were expressed by cells from the small intestines as early as
12 h postinfection, then peaked again at day 3 postinfection (A) as evi-
denced by SYBR green real-time PCR. Ex vivo-purified IECs exhibited a
similar kinetic pattern of TLR9 and IFN-� production (B). Similarly, cells
from the lamina propria displayed significantly increased TLR9 and IFN-�
mRNA expression beginning at 12 h postinfection, peaking at 24 h, then
cycling again as seen in the other panels (C). Data are representative of two
independent experiments with 4 mice/group.
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MyD88 pathway is essential. We report that TLR9 expression in
susceptible WT mice is critical to the initiation of innate immune
response and, subsequently, the adaptive immune response to this
obligate intracellular pathogen and that both the hemopoietic and
nonhemopoietic compartments are involved in Ag presentation.
TLR9 expression on mucosal tissues and its role in the protection
against various microbes has been well characterized. It is now
appreciated that TLR9 can engage a wide range of microbial
infections including bacteria (42, 43), viral (44, 45), and para-
sitic (8, 9, 15). TLR9 has been localized to several tissues and
cell types, including the gastric mucosa, tonsils (29, 46), IECs,
Paneth cells in the gut mucosa, B cells, and several DC popu-
lations (2, 15, 39, 47– 49).

TLR9 expression has been previously described on several cell
types including epithelial cells, B cells, and professional APC.
Small intestine, ex vivo-purified IECs, and cells from the lamina
propria exhibit an early up-regulation of TLR9 and IFN-� (a mea-
sure of TLR9 activation) mRNA, followed by a second up-regu-
lation by day 3 postinfection with T. gondii. Type I IFNs are

thought to be important in the phenotypic maturation of DCs,
where they may work in an autocrine manner (32). These data
indicate that TLR9 is expressed on cells from the nonhemopoietic
compartment (i.e., the Paneth cells and/or enterocytes) in response
to oral T. gondii infection.

TLR9 may exert different downstream effects depending on the
TLR9-ligand interaction (50–53). TLR9 was shown to respond to
non-CpG DNA resulting in a Th2 type instead of a Th1 type im-
mune response (53), further indicating that TLR9 is important in
polarizing the immune system to different antigenic stimuli. These
different functions of activation might contribute to microbial
clearance but also could lead to an increase in autoreactive B or T
cell stimulation potentially enhancing the inflammatory processes
that contribute to the immunopathology of several diseases, in-
cluding acute ileitis. We examined whether TLR9�/� mice dis-
played a Th2 profile following oral infection with T. gondii.
mRNA analyses of IL-4, IL-10, and IL-13 show no significant
increase in Th2 cytokines compared with WT controls (data not
shown). Additional analyses of T cells using intracellular cytokine

FIGURE 4. DC populations in the
MLN expand following oral infection.
WT or TLR9�/� mice were orally in-
fected with T. gondii. Cells from the
MLN (pooled from 4 mice/group)
were isolated and stained for FACS
analysis. Live low-density and mid-
density cells were gated for analysis of
CD11c and CD8� expression (A). Oral
infection results in an overall increase
of all DC populations in WT and
TLR9�/� mice; however, WT mice
have a more robust increase in DC
populations, especially the CD8�int

population (A). DCs were further
gated on CD11chigh� (present only in
naive conditions), CD8��CD11c�,
CD8�intD11clow, and CD8�highCD11clow

populations for subsequent phenotypic
analysis of B220, CD11b, GR-1, mP-
DCA, MHC class II, CD80 and CD86
(B). Naive DC populations in the
TLR9�/� and WT mice were similar
in terms of subset representation as
well as phenotype (A and B). After in-
fection, all DC populations had an in-
crease in costimulatory molecules,
CD80 and CD86 (B). The CD8�int

cells from WT mice differed from the
CD8�int cells from TLR9�/� mice; in
WT mice, these cells were B220high,
CD11bhigh, GR-1�, mPDCA�, MHC
class IIlow, CD80�, CD86�; in
TLR9�/� mice, these cells were
B220high, CD11bhigh, Gr-1�, mPDCA�,
MHC class IIint, CD80�, CD86� (B).
Isotype control, dotted lines, WT mice;
gray filled, TLR9�/� mice: black lines.
Plots represent one of at least three in-
dependent experiments. Five hundred
thousand live events were counted for
each sample.
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staining confirmed mRNA analyses, adding further support that
TLR9�/� mice are deficient in inducing a Th1 response as op-
posed to shifting toward a Th2 response.

DC responses, in terms of IL-12p40 production from soluble T.
gondii Ag, were shown to be associated with the newly identified
MyD88-dependent TLR11; however, a small amount of IL-12 and
IFN-� were still present in the serum of infected TLR11�/� mice
(20), indicating that another MyD88-dependent TLR must be in-
volved in the immune response to T. gondii. Although multiple
TLRs are up-regulated in the intestine of T. gondii-infected mice,
mice lacking the expression of TLR4 or TLR2 were still suscep-
tible to the development of ileitis and died within a week of severe
ileitis, (our unpublished observation), indicating a comparable im-
mune response to orally infected WT mice. Taken together, these
studies indicate that T. gondii infection triggers a MyD88-depen-
dent TLR that may act independently or in concert with TLR11 to
induce the IFN-� response by T cells from the lamina propria.

Systemically and in the GALT, the balance between mounting
an effective immune response vs a tolerogenic effect to several
different Ags depends largely upon the APC presenting the Ag and
the T cells that respond (54). DCs help the immune system to
maintain a tenuous yet crucial balance between attacking patho-
gens and sparing the body’s own tissue through educating T cells
as to the appropriate targets. Different GALT DC subsets may
accomplish these different functions (54, 55). GALT DCs are dis-
tinct from peripheral DCs; our data indicate that in the MLN,
CD11clow of variable CD8� expression might be plasmacytoid-

like DCs. Although an increase in the CD11clow populations was
observed after infection, the most pronounced increase was present
in the CD8�int population. The increase of CD8�int cells and also
the up-regulation of costimulatory molecules CD80 and CD86 pro-
vides sufficient evidence to suggest that these DCs are important
for initiating the inflammation in B6 mice after oral T. gondii in-
fection. Our data is consistent with previous studies using an oral
cholera toxin model of inflammation; in this model, CD8�int DCs
both accumulate in the MLNs following cholera toxin treatment
and are immunostimulatory to naive CD4� T cells (33).

CD4 T cells (CD45RBhigh, CD25�), isolated from the lamina
propria, were identified as a major player in the inflammatory pro-
cess (41). Following infection, CD4� T cells migrate into the lam-
ina propria, where they act as critical effector cells secreting co-
pious amounts of Th1-type cytokines such as IFN-�, which we and
others have identified as being critical in the development of the
mucosal inflammatory process (16, 17). By day 7 postinfection, we
observed a modest reduction in the overall numbers of CD3� T
cells (both the CD8� and CD4�) in TLR9�/� mice compared with
the WT controls. Quantification of these lamina propria T cells
shows that T cells of a regulatory phenotype (CD4�CD25�

CD45RBlow) are not involved in the lack of inflammation observed
in TLR9�/� mice (data not shown). TLR9�/� mice display de-
creased IFN-� levels both in the small intestine and by the CD4�

T cells isolated from the lamina propria of TLR9�/� mice com-
pared with WT controls. The reduction of IFN-�-producing T cells
in the lamina propria following oral infection does not appear to be

FIGURE 5. IFN-�-producing CD4� T cells results from activation of TLR9-expressing cells in both the hemopoietic and nonhemopoietic compartments.
Day 7 postinfection, ex vivo-restimulated CD4� T cells from the lamina propria from 4 mice/group, performed twice, had reduced intracellular IFN-� levels
when irradiated B6 mice were reconstituted with BM from TLR9�/� and when irradiated TLR9�/� mice were reconstituted with BM from B6 mice (A).
Histological scoring of intestines from chimeric mice revealed an intermediate phenotype with regard to inflammation (B).
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due to an endogenous defect in the ability of TLR9�/� T cells to
mount an IFN-� response because TLR9�/�-irradiated mice re-
constituted with WT BM also have reduced IFN-� production.

mRNA analysis of purified B cell populations from the GALT
reveals that TLR9 expression is not dramatically affected in this
compartment during infection (data not shown). Double chimeric
mice (irradiated WT B6 mice reconstituted with BM cells from B
cell KO mice (50%) and from TLR9 KO mice (50%)) display no
difference in susceptibility as compared with the WT mice (data
not shown). This evidence rules out a crucial role of TLR9 ex-
pression by the B cell population.

In this study, we show that TLR9 deficiency results in a 50%
reduction in IFN-� production, a level sufficient to prevent histo-
logical evidence of inflammation, yet insufficient to completely
abrogate inflammatory cytokine production. It is likely that the
immune response to T. gondii requires multiple pathogen-associ-
ated molecular patterns receptors because TLR11 and now TLR9
appear to play important roles in IFN-� responses, confirming pre-
vious reports that TLRs are redundant and may recognize multiple
ligands from the same (1–6, 20, 56). In this study we show that in
TLR9�/� mice, the decrease in inflammation is associated with a
defect of DC stimulation and/or migration into the MLN and, sub-
sequently, a lack of Ag presentation for T cell activation following
oral infection with T. gondii. In summary, this study identifies
TLR9 as a critical receptor for the parasite and essential for the
development of an efficient T cell response in the small intestine.
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2. Article 2 : Toxoplasma gondii induit la production d’alpha-défensines (ou 

cryptdines) par des mécanismes TLR9-dépendants 

 

Les alpha-défensines autrement appelées cryptdines chez la souris sont des peptides 

antimicrobiens produits spécifiquement par les cellules de Paneth de l’intestin {Porter, 

2002}. Ces peptides ont une activité anti-microbienne contre les bactéries à Gram négatif 

et positif et sont cytotoxiques pour les trophozoïtes du parasite Giardia lamblia {Lehrer, 

1993} {Ganz, 2003}. Les cryptdines interviennent également dans la réponse 

immunitaire innée en induisant la production de cytokines pro inflammatoires CCL3, 

CCL4 et CCL5 par les entérocytes in vitro ou lors de l’infection par Salmonella sp {Lin, 

2004}. Il a été montré que les souris NOD2 déficientes ont un défaut de production de 

Cryptdines en réponse à l’infection par Listeria monocytogenes indiquant que les 

récepteurs de l’immunité innée régulent la production et le sécrétion des peptides anti-

microbiens {Kobayashi, 2005}. Chez la souris, les Cryptdines sont exprimées de façon 

constitutive, mais leur production peut s’accroître lors de stress microbien. Par ailleurs, la 

voie de signalisation TLR9 stimulée par des agonistes synthétiques CpG-ODNs induit la 

libération des Cryptdines dans la lumière intestinale chez la souris, il en est de même lors 

du traitement de rats par de l’IFN-α {Ozcan, 1996} {Rumio, 2004}. Nous avons étudié le 

rôle des cryptines dans la réponse immunitaire innée contre Toxoplasma gondii dans le 

modèle murin où la voie de signalisation TLR9 est activée.  

 

2.1. Le toxoplasme augmente la production et induit la sécrétion de 

cryptdines chez la souris 

 

Les cryptdines constituent une famille de six membres (Crp-1 à -6) dont les séquences 

codantes comportent deux exons {Huttner, 1994}. Nous avons dessiné des amorces pour 

mesurer par RT-PCR quantitative en temps réel l’expression des Crp-1 à -5, "la" Crp-6 

étant hautement polymorphique.  

 

Les cellules de Paneth constituent la dernière ligne de défense de cellules souches 

épithéliales de l’intestin face aux infections intestinales. Ces cellules sont très réactives 
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aux stress microbiens et libèrent rapidement des vésicules de sécrétion. Les peptides 

antimicrobiens, contenus dans ces vésicules, notamment les cryptdines interagissent 

préférentiellement à concentration physiologique avec les membranes électronégatives 

des bactéries pathogènes {Satchell, 2003}. Cependant, à forte concentration, les 

cryptdines deviennent cytotoxiques pour les cellules épithéliales de l’intestin y compris 

les cellules de Paneth. Ceci rend impossible l’isolement des cellules de Paneth au cause 

de la dégranulation que cela engendre et de la cytotoxicité des peptides antimicrobiens 

libérés. Cependant, il est possible d’opérer un enrichissement de ces cellules en procédant 

à une dissociation mécanique des cellules épithéliales de l’intestin en soumettant des 

fragments d’intestin grêle ouverts longitudinalement à une agitation douce. Ce procédé 

permet de collecter des entérocytes et des cryptes entières protégeant ainsi les cellules de 

Paneth enrichies de toute dégranulation. 

 

Afin d’étudier l’évolution de la production de cryptdines en réponse à l’infection orale 

par T. gondii, nous avons purifié les cellules épithéliales de l’intestin et mesuré 

l’expression des ARNm codant pour les Crps dans ces cellules. Nous avons observé que 

les ARNm codant pour les Crp-2, -3, -4 et -5 sont fortement exprimés à partir de 24 

heures après infection et maintenus à un haut niveau d’expression jusqu’au jour 5 post 

infection (article 2 ; figure 1). Nous n’avons pas pu observer d’expression constitutive 

de Crp-1 chez les souris C57BL/6 ni son induction lors de l’infection. 

 

Les cellules de Paneth possèdent chez la souris un mécanisme de régulation post-

traductionnel des Crps par la molécule Mmp7 (Matrix Metalloprotease-7). Les Crps sont 

contenues dans des vésicules de sécrétion sous la forme de Pro-Crps inactives et 

nécessitent un clivage de la région N-Terminale par Mmp7 afin d’acquérir une structure 

tertiaire fonctionnelle {Wilson, 1999}. Mmp7 est exprimé de façon constitutive au cours 

de l’infection par T. gondii (article 2 ; figure 1A). Les Crps sont des peptides cationiques 

dénaturés lors de leur migration sur un gel SDS-PAGE classique. Il est cependant 

possible de les faire migrer sur des gels AU-PAGE (Acid Urea Polyacrylamid Gel 

Electrophoresis) pour mesurer l’expression protéique des Crps par western blot {Wilson, 

1999}. Ainsi au cours de l’infection par T. gondii, les Crps sont accumulées dans 
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l’intestin ce qui confirme les résultats obtenus par RT-PCR (article 2 / résultats 

complémentaires ; figure A). 

Figure A : les souris C57BL/6 produisent et accumulent des cryptdines dans l’intestin 

grêle lors de l’infection orale par T. gondii. Des souris C57BL/6 ont été infectées 

oralement par 35 kystes de T. gondii (5 souris par jours étudiés) . Aux jours 1, 3 et 7 

après infection, l’intestin grêle a été prélevé et les protéines purifiées pour mesurer par 

AU-PAGE / western blot la production des cryptdines avec des anticorps caprin 

polyclonaux anti-Crp-1, -2 et -3 de souris. Les crypdtines produites ont été quantifiées en 

mesurant l’intensité des bandes marquées. 

 

Afin de vérifier si l’augmentation de production des Crps est due à une suractivité des 

cellules de Paneth ou à leur multiplication, nous avons réalisé des comptages sur coupe 

de ces cellules. Le marquage histochimique phloxine-tartrazine colore en rose ou orange  

les granules de sécrétion respectivement présentes au pôle apical ou basal des cellules de 

Paneth. Le marquage immuno-histochimique par des anticorps polyclonaux anti-CRS4c 

(Cystein Rich Sequence 4c), reconnaît également de façon spécifique l’appareil sécrétoire 

des cellules de Paneth {Ouellette, 1990} {Huttner, 1994}.  

 

Pour étudier la prolifération des cellules de Paneth, nous avons ensuite compté le nombre 

de cellules contenant des vésicules tartrazine-positives et mesuré les surfaces marquées 

par les anticorps anti-CRS4c sur des coupes longitudinales d’intestin grêle. La fréquence 

des cellules de Paneth lors de la phase aiguëde l’infection par T. gondii (jours 1 à 5 après 

infection) reste inférieure ou égale à ce qui est mesuré chez les souris naïves, indiquant 

* * 

** 
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que les cellules de Paneth ne prolifèrent pas (article 2 ; figures 2A & article 2 / 

résultats complémentaires ; figure B). Ces résultats ont été confirmés par la mesure 

d’expression des ARNm codant pour Mmp7 dans l’intestin grêle de souris infectées. En 

effet, lors de la phase précoce de l’infection par T. gondii, l’expression de Mmp7 est 

constitutive (article 2 ; figure 1B).  

 

L’intensité du marquage CRS4c sur les coupes histologiques et le nombre de vésicules 

tartrazine-positives nous ont permis de quantifier la dégranulation des cellules de Paneth. 

Nous avons observé une diminution du nombre de vésicules tartrazine-positives, de 

même qu’une diminution de l’intensité de marquage CRS4c, aux jours 1 et 3 après 

infection ce qui indique que l’infection orale par T. gondii provoque la libération des 

granules de sécrétion par les cellules de Paneth (article 2 ; figures 2A & article 2 / 

résultats complémentaires ; figure B). L’augmentation de production des Crps 

précédemment mesurée est donc due à une activité accrue des cellules de Paneth plutôt 

qu’à leur multiplication. 
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Figure B : l’infection de souris C57BL/6 par T. gondii induit la dégranulation des 

cellules de Paneth et non leur prolifération. Aux jours 1 et 3 après infection orale par 

35 kystes de T. gondii 76K, des coupes longitudinales d’intestin grêle de souris C57BL/6 

ont été réalisées et marquées avec des anticorps polyclonaux anti-CRS4c couplés à de la 

peroxydase. Après révélation des coupes histologiques par l’ajout de DAB (3,3-

diaminobenzidine tetrahydrochloride) les surfaces marquées et l’intensité du marquage 

ont été quantifiées (** indique une valeur de p inférieure à 0.001) 
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2.2.  Les cryptdines produites en réponse à l’infection par T. gondii ont une 

activité anti-parasitaire lors des phases précoces de l’infection, mais ne 

contribuent pas au déclenchement de l’iléite létale par le parasite 

 

L’infection de souris  Mmp7 KO nous a permis d’étudier in vivo le rôle des Crps lors de 

l’infection par T. gondii. Les souris Mmp7 KO produisent des pro-Crps, mais ne peuvent 

les maturer. Il en résulte une sensibilité accrue aux infections bactériennes {Wilson, 

1999} (tableau 8).  

 

 Expression du 

TLR9 

Expression des 

pro-cryptdines 

Sécrétion de 

cryptdines matures 

C57BL/6 WT Oui Oui Oui 

C57BL/6 Mmp7 KO Oui Oui Non 

C57BL/6 TLR9 KO Non Oui Oui 

 
Tableau 8 : profils d’expression du TLR9 et aptitude à maturer les pro-cryptdines des 

souris C57BL/6 WT (Wild Type - Sauvages), TLR9 KO et Mmp7 KO. 

 

L’analyse de la réponse cytokinique des lymphocytes de la lamina propria montre une 

nette diminution de la production des cytokines Th1 (IFN-γ et TNF-α) 7 jours après 

infection orale chez les souris Mmp7 KO. Cependant, la réponse pro inflammatoire est 

deux fois plus importante dans les ganglions mésentériques des souris Mmp7 KO 

comparées aux souris sauvages (article 2 ; figure 4).  

 

Chez les souris C57BL/6, la réponse inflammatoire lors de la phase aiguë de l’infection 

n’est pas régulée et aboutit à une iléite fatale 10 jours après infection. Bien que nous 

ayons observé chez les souris Mmp7 KO une importante diminution de la réponse Th1, 

l’absence de Crps fonctionnelles n’a aucun impact sur l’issue fatale de la maladie. Les 

souris Mmp7 KO infectées oralement par 30 kystes de T. gondii ont une morbidité et une 

mortalité totalement identiques à ce qui est observé chez les souris sauvages (article 2 / 

résultats complémentaires ; figure C). 
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Figure C : la morbidité et la mortalité des souris Mmp7 KO sont similaires à celles de souris contrôles 

en réponse à l’infection par T. gondii. Les souris contrôles et Mmp7 KO (10 par groupe) ont été 

infectées oralement par 25 kystes de T. gondii 76K (dose infectieuse < DL50). La morbidité est évaluée 

en mesurant les pertes de poids. 

 

Cependant, la mesure des charges parasitaires aux jours 3, 8 et 30 post-infection montre 

que les souris Mmp7 KO sont plus infectées lors des phases précoces de l’infection. 

Ainsi, 3 jours après l’infection orale par 20 kystes de T. gondii, l’absence de Crps 

fonctionnelles est corrélée à une charge parasitaire accrue dans l’intestin grêle et les 

ganglions mésentériques. Au jour 8, les charges parasitaires dans les ganglions 

mésentériques et l’intestin grêle ne sont plus significativement différentes entre les souris 

Mmp7 KO et C57BL/6. Il en est de même dans le cerveau 30 jours après infection 

(article 2 ; figure 3). Nous avons par ailleurs observé une diminution non significative 

mais reproductible de production des chimiokines pro inflammatoires (CCL3, CCL4 et 

CCL5) par les cellules épithéliales chez les souris Mmp7 KO (article 2 ; supplementary 

figure 3) pouvant contribuer à une moindre attraction des cellules immunes comme les 

cellules dendritiques, les macrophages responsables de la clearance du parasite et de la 

mise en place de la réponse immune. Ceci pourrait donc expliquer la baisse de réponse 

immune dans l’intestin (article 2 ; figure 4), et la plus grande sensibilité de ces souris 

lors des phases précoces de l’infection par le toxoplasme. 
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2.3. Toxoplasma gondii induit la production et la sécrétion de crypdtines chez 

la souris par des mécanismes TLR9-dépendant, via la production d’IFNs 

de type I 

 

Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans la production des Crps en réponse à 

l’infection par T. gondii, nous avons utilisé le modèle murin TLR9  KO. En absence de 

TLR9, les souris infectées oralement par le toxoplasme perdent leur aptitude à moduler 

l’expression des Crps (article 2 ; figure 5). Ceci a été confirmé lors de marquages 

histochimiques (phloxine-tartrazine) et immuno-histochimiques (anticorps anti-CRS4c) 

de coupes longitudinales d’intestin grêle. L’intensité du marquage CRS4c de meme que 

la fréquence des vésicules tartrazine-positives restent inchangées lors de la phase précoce 

de l’infection par T. gondii de souris TLR9 KO, ce qui indique que les cellules de Paneth 

n’opèrent pas de dégranulation de leurs vésicules de sécrétion lors du contact avec le 

parasite (article 2 ; figure 2B & article 2 / résultats complémentaires ; figure D). 

Nous avons observé que les souris TLR9 KO ont également une perte de leur capacité à 

produire des IFNs de type I en réponse à l’infection (article 2 ; supplementary figure 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure B : les cellules de Paneth de souris TLR9 KO ne libèrent pas leurs vésicules de 

sécrétion en réponse à l’infection par T. gondii. Vingt-quatre heures après infection 

orale par 35 kystes de T. gondii 76K, des coupes longitudinales d’intestin grêle de souris 

TLR9 marquées avec des anticorps polyclonaux anti-CRS4c couplés à de la peroxydase. 

Après révélation des coupes histologiques par l’ajout de DAB les surfaces marquées ont 

été quantifiées. 
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Le Crps sont donc produites lors de l’infection par T. gondii par des mécanismes TLR9 

dépendants. Dans notre modèle, l’injection sous-cutanée d’IFN-β chez des souris 

C57BL/6 induit la modulation des Crps et la dégranulation des cellules de Paneth dans 

des proportions similaires à ce qui est observé chez les souris infectées par T. gondii 

(article 2 ; figures 2A et 6). En injectant de la même façon de l’IFN-β dans des souris 

TLR9 KO, nous avons observé ces souris augmente la transcriptions des Crps et libèrent 

leurs granules de sécrétion (article 2 ; figures 2B et 7). Ceci suggère que le toxoplasme 

induit la sécrétion de Crps chez la souris par la production d’IFNs de type I via des 

mécanismes TLR9-dépendants. 
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Abstract 

 

Alpha-defensins (or Cryptdins – Crp) are a group of cationic antimicrobial peptides, 

harboring a broad spectrum of microbicidal activity against bacteria, fungi and enveloped 

viruses. In mouse small intestine, epithelial cells and more specifically Paneth cells 

produce Crp as a component of secretory granules released in the lumen. In vivo ligation 

of Toll-Like Receptor 9 (TLR9), by agonistic CpG-ODNs, can degranulate Paneth cells, 

although the mechanism, by which this occurs, remains uncertain. Infection of B6 mice 

with the intracellular pathogen Toxoplasma gondii (T. gondii) can regulate Crp 

transcription and secretion by intestinal epithelial cells. Oral infection of Mmp7 deficient 

mice that are defective in Crp maturation results in uncontrolled parasite replication. 

TLR9 deficient mice lack the ability to up-regulate Crp mRNAs expression, and to 

release Paneth cells secretrory granules in response to T. gondii infection. In the small 

intestine of infected mice, up-regulation of TLR9 mRNA expression is associated with a 

marked increase of type I IFNs mRNAs. Treatment with exogenous type I IFNβ is 

correlated to an up-regulation of Crp mRNA expression and to a decrease in parasite 

burden. These observations demonstrate that murine Crp expression and secretion by 

epithelial cells is an important innate immune response element to oral infection with 

Toxoplasma gondii.   This response appears mediated via TLR9-dependent production of 

IFNβ that may be involved in the blockade of T. gondii host penetration. 
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Introduction 

The intestinal epithelium protects the host against microbial infection not only by 

forming a physical barrier, but also by active participation in host innate defense via the 

production of cytokines, chemokines and antimicrobial peptides {Muller, 2005}. 

Defensins are a group of cationic antimicrobial peptides containing 3 intramolecular 

disulfide bonds that function by disrupting the membrane integrity of target organisms. 

They are categorized as alpha- and beta-defensins depending on the position of their 

cysteine linkage {Ouellette, 1996}. In mice, alpha-defensins are exclusively expressed in 

Paneth cells, which are located in the crypts of Lieberkhün that line the small intestine 

{Porter, 2002}. Paneth cells are heterogeneously distributed in the small intestine with a 

higher frequency in the ileum compared with the duodenum and jejunum {Brennan, 

1999}. 

 

Alpha-defensins display a broad spectrum of microbicidal activity against gram positive 

and negative bacteria (Gram+ and -), fungi, protozoa and enveloped viruses. The primary 

mechanism by which defensins exhibit antimicrobial activity is the formation of pores in 

the microbial membrane that distorts integrity and function of the affected microbe {Shai, 

1999}. The biological activity of mouse alpha-defensins (or Cryptdins – Crp) requires a 

proteolytic activation. Mouse Paneth cells secrete matured 3.5kDa Crp as components of 

secretory granules. Matrix Metalloprotease 7 (Mmp7) mediates 8.4 kDa Pro-Crp 

processing intracellularly before secretion {Wilson, 1999} {Ouellette, 2006}. 

 

Wehkamp and collaborators have recently reported that the expression of Crp is regulated 

by the Wnt/β-catenin signaling pathway and requires the transcription factor Tcf-L2 

(Transcription factor like-2, also called TCF-4) {Wehkamp, 2007}. However, in vivo 

stimulation of TLR9, with agonistic CpG-ODNs, also leads to Paneth cell degranulation 

{Rumio, 2004}. The activation of the TLR9 signaling pathway induce the nuclear 

translocation of Interferon Regulatory Factor-7 (IRF7) and the subsequent transcription 

of type I IFNs α and β {Kawai, 2004}{Honda, 2005}. Type I IFNs α and β share the 

same receptor (IFNAR) expressed by epithelial cells and in the lamina propria mainly by 

dendritic cells. By interacting with its receptor (IFNAR), IFN α or β can locally amplify 
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the type I IFN response (IFNα, IFNβ) either by autocrine or paracrine mechanisms 

{Decker, 2005}. It remains unclear yet if Paneth cells can release their content directly 

upon TLR9 activation or if it requires the production of subsequent type I IFNs.  Indeed, 

when treated with IFN-alpha intraperitoneally, rat Paneth cells release intracellular 

granules into the lumen {Ozcan, 1996}.  

 

Crp are a key component of the innate immune response against enteric bacteria to 

protect multipotent stem cells {Ganz, 2000}{fSalzman, 2007}. It has been shown that 

Crp also exhibit a killing activity in vitro against fungi, enveloped viruses or protozoa. 

Crp-2 and -3 kill Giardia (an Apicomplexan extracellular parasite) trophozoites 

effectively, whereas Crp 1 and 6 cannot, suggesting a high degree of specificity for 

killing despite the extensive sequence similarities between Crp {Aley, 1994}.  

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligate intracellular parasite that is acquired by oral 

ingestion of either sporozoites from contaminated soil or tissue cysts containing 

bradyzoites from undercooked meat products such as pork, mutton and beef {Dubey, 

2000}{Gilbert, 1999 Petersen}, 2007}. We have previously reported that TLR9 is 

required to initiate the immune response following oral infection with T. gondii in mice. 

When orally infected with T. gondii cysts, TLR9-/- mice are unable to mount an efficient 

Th1 IFNγ mediated response leading to increased parasite replication {Minns, 2006}.  

 

In these studies we evaluate the role of Crp in the defense against oral infection with T. 

gondii. We demonstrate that Crp (mostly Crp-3 and -5) are expressed during T. gondii 

infection and appear to be dependent on the secretion of type I IFNs following ligation of 

TLR9.   
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Material and methods 

 

Mice and parasites 

Female 8 to 10 week old C57BL/6J (wild-type; WT) from the Jackson Laboratory or 

TLR9-/- mice (C57BL/6 background) from Oriental BioService Inc. were bred and 

housed under approved conditions at the Animal Research Facility at Dartmouth Medical 

School. Mice were injected intraperitoneally with murine IFNβ purified from transfected 

CHO cells, generously provided by doctor Edward Croze, diluted in PBS (Ca/Mg free) 

BSA 0.1%. Mice were infected orally by intragastric gavage with 20 or 35 cysts of the 

76K T. gondii strain maintained through passage in CBA/J mice from the Jackson 

Laboratory. After infection, mice were weighed daily. All experiments were performed 

with 3 to 6 mice per group analyzed individually and were repeated a minimum of 2 

times; error bars represent the SEM. 

 

Histochemical stains 

Immediately after sacrifice, the small intestine was removed and flushed with 15 ml of 

ice-cold PBS-EDTA 2 mM (Ca/Mg free). One to two centimeters sections from its distal 

third (this segment was arbitrarily designed as the ileum) were cut and fixed overnight in 

PBS-formalin 10% (Fisher). Each of the tissue section was then placed in a tissue 

cassette, embedded in paraffin and 5 µm thick longitudinal slices were prepared and 

stained with phloxine-tartrazine standard protocol {Sheehan, 1987}.  

 

Purification of intestinal epithelial cells (IECs) 

Small intestines were washed in PBS-EDTA 3mM (Ca/Mg free), and Peyer’s patches 

were removed. Intestine were opened longitudinally and cut into 1 cm long fragments. 

Pieces were incubated in PBS-EDTA 3mM under agitation (10 min, 37°C) and 

supernatants containing IEC (i.e enterocytes and Paneth cells) were collected and washed 

in RPMI 1640 with 5% FBS. This process was repeated twice. Dithioeythritol (Sigma-

Aldrich) was then added to the IECs suspension (1.5 mg per 10ml). After incubation (15 

min, 37°C), cells were washed twice in RPMI 1640 with 5% FBS. Purified IECs were 
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collected at the interface of a 60-30% Percoll gradient (30 min, 1500 rpm) and washed in 

RPMI 1640 with 5% FBS. 

 

Mesenteric lymph node cell (MLN) suspension 

MLNs were collected from mice, excess fat removed, and dissociated through a 70 µm 

cell strainer in RPMI 1640 to form a single cell suspension. Cells were then resuspended 

in RPMI with FBS 2%, laid over Histopaque (density 1.077) (Sigma-Aldrich) and 

centrifuged (20 min, 2000 rpm). Cells in the interphase were collected, and washed in 

RPMI 1640 with 2% FBS before RNA extraction. 

 

Purification of Lamina Propria cells (LPC) 

LPC were purified as described previously {Vremec, 1992}. Briefly, small intestines 

were washed with PBS (Ca/Mg free), and fat and Peyer’s patches were removed. Small 

intestines were then opened longitudinally, cut into 1 cm pieces and washed in PBS-

EDTA 3mM (10 min, 37°C). Intestine pieces were then washed in RPMI 1640 with 

EGTA 1mM, MgCl2 1.5mM and FBS 5% (10 min, 37°C). Intestine pieces were then 

washed twice in PBS (Ca/Mg free) (10 min, 37°C). The tissue was digested in Liberase 

(Roche) 0.14 Wursh U/ml and DNaseI (Sigma-Aldrich) 5U/ml in RPMI 1640 at 37°C for 

45 min under agitation. Cell suspensions were washed twice in RPMI 1640 with FBS 2% 

then laid over Histopaque (density 1.077) and centriguged (20 min, 2000 rpm). Cells at 

the interphase were collected, and washed in RPMI 1640 with FBS 2% before RNA 

extraction. 

 

mRNA relative expression measurement by SYBR green quantitative real-time PCR 

A total of 2µg of Qiagen RNeasy-purified (Qiagen) mRNA was reverse transcribed using 

GeneAmp® RNA PCR kit (Applied Biosystems). A total of 200ng of cDNA was 

amplified using the 2x SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems) on a Biorad 

iCycler. Relative mRNA expression were normalized to β-actin and was expressed using 

the ΔCt method where relative mRNA expression = 2 - (exp – actin) x 1000. See Table 1 for 

the sequences of primers used for this study. 
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Parasite burden measurement by SYBR green quantitative real-time PCR 

A total of 1µg genomic DNA was prepared from the small intestine or MLN using 

DNeasy tissue kit (Qiagen). The T. gondii B1 gene was amplified using the 2x SYBR 

Green PCR master mix (Applied Biosystems) on a Biorad iCycler. QB1, forward: 

GGAACTGCATCCGTTCATGAG and reverse: TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC.  A 

standard curve for parasite equivalents was generated using a plasmid as described 

previously {Burg, 1988}.  

 

Statistical analyses 

Groups were compared using Prism Statistical Software’s unpaired t test. Values of * 

p<0.005 or **p<0.001 were considered significant. 
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Results 

 

Cryptdins mRNAs are upregulated and Paneth cells degranulate in response to 

Toxoplasma gondii infection. 

 

In response to Gram + and – bacteria infections Paneth epithelial cells release secretory 

granules, followed by increased expression of Crp mRNA {Kobayashi, 2005}.  

Quantitative expressions of Crp 2, 3, 4 and 5 mRNA derived from purified intestinal 

epithelial cells of C57BL/6J (WT) mice were measured by RT-PCR. A significant 

increase in Crp-3 and - 5 mRNAs expression above constitutive level was observed 

within 24 hours after oral infection and maintained 3 to 5 time higher than naïve mice at 

least until day 5 post infection (Figure 1A). The increased production of Crps following 

oral infection by T. gondii has been confirmed at the protein level by western blots using 

pan-Crp-1, -3 and -5 polyclonal antibodies (data not shown). Matrix Metalloprotease 7, 

required for Crp activation before secretion, was constitutively expressed at the mRNA 

level and slightly rose (day 5) over the early phase of infection (Figure 1B).  

Phloxine-tartrazine staining is the most specific histochemical staining available for 

detecting Paneth cells secretory apparatus. The tartrazine-positive granules of secretion 

vary from a pink to orange color respectively at the apical and basal side of Paneth cells. 

In C57BL/6 mice, twenty-four hours and 3 days after oral challenge with T gondii, 

tartrazine positive vesicles had a reduced frequency and were only located at the apical 

side of the cells, indicating that the secretory granules were being released (Figure 2A, 

left panel). At day 5 post infection, the number of granules contained in Paneth cells was 

higher than what we have observed in control (D0) mice. However, the frequency of 

pyramidal shaped cells containing tartrazine-positive vesicles did not rise during infection 

(5 to 8 per crypts) indicating that Paneth cells did not proliferate but have interrupted the 

release of their secretory granules during the late stage of infection (Figure 2A, left 

panel). We have confirmed these observations by immuno-histochemical analysis, using 

anti-CRS4c antibodies (Cryptdins-related sequence 4c), an antimicrobial peptide 

contained specifically in Paneth cells {Ouellette, 1990} {Huttner, 1994} (data not 

shown).  
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The maturation of Cryptdins by Matrix Metalloprotease-7 is required to inhibit T. 

gondii host penetration. 

 

To address the question of the anti-T. gondii activity of Crp, parasite burden was 

measured by RT-PCR in the intestine and mesenteric lymph nodes from Matrix 

Metalloprotease 7 deficient mice (Mmp7-/-), that cannot process immature Crp into 

biologically active Crp, after oral infection with 20 cysts of T. gondii. After infection, the 

lack of intracellular mature Crp in Mmp7-/- mice was correlated with an increase in 

parasite number during the early phase of the infection. At day 3 after infection the 

parasite burden in the small intestine and in the mesenteric lymph nodes from Mmp7-/- 

mice was respectively 5 and 7 folds higher compared with WT mice. However, this effect 

was transitory. A week after the infection, the parasite burden in the small intestine from 

Mmp7-/- mice was identical to that of control mice (Figure 3A). In the mesenteric lymph 

nodes, the difference in parasite colonization between Mmp7-/- and WT mice was still 

significant (p value < 0.005) although decreased as compared with what was observed 

earlier.  

Over time, the early anti-parasitic effect associated with the production of mature Crp 

declined and was no longer observed at day 30 post infection (when chronic infection is 

established) as shown by a similar number of cysts present in the brains of Mmp7-/- and 

WT mice (Figure 3B).  

 

Reduced Th1 polarization in Mmp7 deficient mice. 

 

Th1 cytokines, in particular IFN-γ, are essential for parasite clearance in the infected 

murine host. To address whether the higher parasite burden observed in Mmp7-/- mice 

during the early phase of infection is due to a defect in stimulation of an efficient Th1 

immune response, IFN-γ expression, the hallmark of a Th1 like immune response, was 

measured in these mice (Figure 4). During the early phase of the infection, IFN-γ mRNA 

expression within the lamina propria of Mmp7-/- mice was significantly lower than that 

observed in the small intestine of WT mice. This observation is correlated to the higher 

parasite burden found in this organ at that time post infection. At day 7 post-infection, 
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IFN-γ mRNA expression in the mesenteric lymph nodes was however above that 

observed in WT mice. Similar observations were done with TNF-α and T-bet expressions 

(data not shown). 

 

Crp mRNA upregulation and Paneth cell degranulation in response to T. gondii 

infection, requires TLR9 expression in mice. 

 

We have previously observed {Minns, 2006} that TLR9 expression, by both 

parenchymatous cells and hematopoetic cells, is required for Th1 polarization of the 

immune system after infection with T. gondii. Activation of TLR9 with agonistic CpG-

ODNs leads to Paneth cell degranulation in mice {Rumio, 2004}. TLR9 ligation in 

Paneth cells is associated with the production of Crp.  

Intestinal epithelial cells were purified from normal mice that expressed TLR9 and from 

TLR9-/- mice and assayed for the production of Crp-3 and -5. Intestinal epithelial cells 

from TLR9-/- mice failed to mediate Crp mRNA expression in response to T. gondii 

infection whereas the IECs of WT mice demonstrated increased expression of both Crp-3 

and -5 mRNA expression (Figure 1, Figure 5) through the 5th day post infection.  This 

suggested that TLR9 was required for Crp mRNA modulation in response to T. gondii 

infection in mice.  

The analysis of Paneth cell secretory apparatus one and five days after oral infection with 

T. gondii, using phloxine-tartrazine and CrS4c histological stainings, has shown that 

Paneth cells from TLR9-/- mice did not degranulate (Figure 2B, left panel and data not 

shown). The frequency of pyramidal shaped cells containing tartrazine-positive vesicles 

remained constant following infection (Figure 2B, left pannel). 

 

mIFNβ  induces upregulation of Crp expression and Paneth cell degranulation. 

 

Previous observations from our lab have shown that both Type 1 IFNs α and β are 

increased in TLR9-expressing mouse intestinal epithelial cells {Minns, 2006} 

(Supplementary figure 1). Mice were treated with exogenous murine IFNβ (mIFNβ) to 

determine whether Crp modulation required TLR9 ligation or was a downstream effect 
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due to type I IFNs production. WT mice were treated daily with mIFNβ (5000 units per 

day per mouse) starting the day prior to infection.  

Crp mRNA expression by purified intestinal epithelial cells was measured at serial time 

points post infection (Figure 6). A significant increase in Crp-3 and -5 mRNA expression 

was observed following mIFNβ treatment of uninfected compared with untreated 

uninfected mice. During the early stage of infection (day 1-3) the Crp mRNA 

upregulation was identical whether mice were treated with mIFNβ or infected with T. 

gondii. At day 5, there was no substantial difference in Crp mRNA expression between 

treated or infected mice, suggesting that parasite driven type I IFNs production was 

sufficient for the Crp mRNA upregulation. 

The phenotypical analysis of crypts by phloxine-tartrazine and CRS4c stainings showed 

that the treatment of C57BL/6 mice with exogenous mIFNβ alone led to a degranulation 

of Paneth cells as soon as 24 hours till 5 days after daily injections (figure 2A, right panel 

and data not shown). As we have previously observed in C57BL/6 mice orally infected 

with T. gondii, mice treated with mIFNβ maintained a constant frequency of pyramidal 

shapped cells (6-8 per crypts) (Figure 2A, right panel and data not shown), indicating that 

the upregulation of Crp mRNA measured by RT-PCR is associated with a higher 

secretory activity of Paneth cells rather than proliferation of this cell subset. 

 

mIFNβ-mediated degranulation and Crp upregulation do not require TLR9 

expression.  

 

To confirm the direct effect of type I IFNs upon Crp mRNA upregulation by epithelial 

cells independently of TLR9 engagement, TLR9-/- mice were treated subcutaneously 

with high dose of mIFNβ (5000 units per day per mouse). Mice lacking TLR9 were 

unable to produce type I IFNs and were unable to modulate Crp mRNA expression in 

response to T. gondii infection (Supplementary figure 2 and Figure 6). Nevertheless, as 

measured by RT-PCR, TLR9-/- mice treated with mIFNβ demonstrated a 18-fold 

increase in IFNα1-2 and a 30-fold increase in IFNβ mRNA expression in the small 

intestine compared with untreated group. This was correlated with an upregulation in 

Crp-3 and Crp-5 expression by intestinal epithelial cells (Figure 7). At day 5 post-
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treatment, despite a decrease in overall type I IFNs production, the level of IFNα1-2 and 

IFNβ were maintained (Supplementary figure 2). Similarly to WT mice (figure 6), when 

type I IFNs expression were maintained at a high level of expression, TLR9-/- mice kept 

producing Crp-3 and -5 mRNA as late as day 5 after the beginning of the treatment with 

mIFNβ (Figure 7). Furthermore, Paneth cells from TLR9-/- mice treated daily with IFNβ 

released their secretory granules soon after treatment (day 1) and had a reduced 

frequency of tartrazine-positive vesicles at day 5 (figure 2B, right panel). Compared with 

TLR9-/- mice which have only been infected with T. gondii, injection with type I IFN 

restore the ability of Paneth cells to dregranulate without modifying their proliferation 

rate (Figure 2B, right panel). Taken together, these observations confirmed the ability of 

type I IFNs produced upon TLR9 signaling pathway activation to trigger Crp mRNA 

upregulation and Paneth cells degranulation. 
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Discussion 

 

Toxoplasma gondii is an intracellular parasite that is the primary cause of CNS 

inflammation in those with AIDS. In most circumstances the parasite gains entry to the 

host via oral infection from contaminated soil or meat products.  From its entry in the 

small intestine, the parasite is disseminated throughout the host to all organs, in particular 

muscle and brain. The gut epithelial barrier is therefore a strategic place to prevent or at 

least to limit parasite invasion.  

 

Besides being a physical barrier, the intestinal epithelium can participate to the innate 

immune defense against invasive pathogens. In the present study, we have observed that 

mouse alpha-defensins (Cryptdins), Crp-3 and Crp-5 are produced by intestinal epithelial 

cells and Paneth cells secrete granules in response to oral infection of B6 mice. The 

question to be addressed was whether the increase in Crps mRNA (confirmed at the 

protein level) is due to an over-stimulation of the Paneth cells by the parasite, or rather to 

a multiplication or differentiation of new Paneth cells. The oral infection of B6 mice with 

T. gondii cysts leads to a massive recruitment of neutrophils, macrophages, dendritic cells 

and lymphocytes in the lamina propria and to the production of pro inflammatory 

cytokines that can enhance Paneth cells differentiation {Liesenfeld, 1996}{Kamal, 

2001}{Imai, 2007}. During the early phase of T. gondii infection (day 1-3) Mmp7 

mRNA expression is maintained at a constant level and the frequency of Paneth cells 

(CRS4c positive cells or pyramidal shapped cells containing tartrazine-positive vesicules) 

is identical to what is observed in naïve mice. Taken together, these observations rule out 

the possible increase in Paneth cells differentiation or proliferation during the early phase 

of infection with T. gondii, and indicate that the increased production of Crp is linked to a 

rise in Paneth cell activity. 

 

Following ingestion, T. gondii multiplies within and crosses the epithelial barrier and 

disseminates throughout the host {Courret, 2006}. Cryptdins can kill protozoa such as the 

Apicomplexan parasite Giardia by altering the membrane integrity {Aley, 1994}. In 

Mmp7-/- mice, the impaired production of mature Cryptdins is associated with a rise in 
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parasite load measured shortly after infection (day 3) as compared to WT mice. This 

might suggest that part of the anti-microbial activity of Cryptdins observed in our model 

against T. gondii occurs in the lumen prior invasion into the epithelial barrier. However 

up-regulation of Crp-3 and -5 production by the epithelial cells begins 24 hours after 

infection, when most parasites have already invaded the epithelial cells and cannot be 

affected by the release of Cryptdins into the lumen. Taken together, these observations 

indicate that the early antimicrobial effect of Cryptdins might be indirect and is 

associated with a cascade of events occurring after T. gondii penetration into epithelial 

cells. 

 

In addition to their microbicidal activity, human alpha-defensins (“Human Neutrophil 

Peptides” or HNPs) also display signaling functions. For example HNP-3 promotes 

chloride efflux in vitro {Merlin, 2001}{Yue, 2002} and can also induce the secretion of 

NFκB-dependent chemokines such as CXCL8 or CCL2 {Lin, 2004} from T84 human 

epithelial cells cultured in vitro. Chemokines play a major role in in vivo initiation of a 

protective Th1 immune response to clear T. gondii {Denney, 1999}{Brenier-Pinchart, 

2000}. In infected Mmp7-/- mice, the early production (Day 1 and 3) of NFκB-dependent 

chemokines such as CCL2, CCL3 and CCL5 by the intestinal epithelial cells is slightly 

lower than in WT mice (Supplementary figure 3). This might have for consequence a 

defect in attraction of scavenger immune cells and explain the increase in parasite load 

within the gut of Mmp7-/- mice. In orally infected B6 mice, Crp may help to orchestrate 

the immune response against T. gondii during the early phase of infection by combining 

microbicidal activity and immune cell recruitment.  

 

When infected with T. gondii, B6 mice develop within 7 to 10 days a lethal ileitis. 

Histological examinations of the small intestine show a massive leukocyte infiltration in 

the lamina propria as well as a disruption of the epithelial cells. The development of the 

lethal ileitis is mostly associated to an overwhelming Th1 immune response {Khan, 

1997}. At physiological concentration, mouse Crp specifically target electronegative 

phospholipid bilayers preventing the interaction between Crp and mammalian cells 

{Satchell, 2003}. However, Crp-2 and -3 are also capable of inducing Cl- secretory 
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response in human intestinal T84 cells in vitro, which indicate that Crp can interfere with 

epithelial barrier function {Lencer, 1997}. T. gondii infected Mmp7-/- mice die of a 

lethal ileitis with the same kinetics as WT mice despite a reduced Th1 immune response 

in the lamina propria associated to the epithelial barrier early after infection . This 

suggests that a direct cytotoxic effect of active Crp on epithelial cells cannot account by 

itself for the epithelial damages observed after infection. The decreased Th1 immune 

response associated to the epithelial barrier is not sufficient to postpone the death of the 

infected Mmp7-/- mice but impairs parasite clearance during the early phase of infection. 

 

Alpha-defensins require proteolytic processing and are signal-induced released to be 

active in the intestinal lumen. Lipopolysaccharide (LPS) lipoteicoic acid (LTA), lipid A, 

muramyl dipeptide and CpG-ODNs elicit Cryptdin secretion suggesting a preponderant 

role of innate immune receptors such as TLRs and NODs in the regulation of Crp release 

{Ayabe, 2000}{Kobayashi, 2005}. TLRs are widely expressed in mouse small intestine 

either at the epithelium by enterocytes and Paneth cells, or in the lamina propria 

(dendritic cells, macrophages, B cells) {Jarrossay, 2001} {Mellman, 2001} {Ito, 2002} 

{Zarember, 2002}. We have previously shown that TLR9 from both compartments, non-

hematopoietic and hematopoietic, is a key sensor of T. gondii infection in mice and is 

required for an efficient antimicrobial Th1 immune response induction {Minns, 2006}. 

The heterogeneous distribution of Paneth cells in the small intestine, this cell subset 

expresses TLR9 at a higher level than enterocytes. Treatment of B6 mice with CpG-

ODNs (TLR9 agonist), initiates the release of antimicrobial peptides in the lumen by 

Paneth cells {Rumio, 2004}. In TLR9-/- mice orally infected with T. gondii. Crp-3 and -5 

mRNA production and Paneth cells degranulation are impaired, suggesting a link 

between TLR9 activation and Cryptdin production. Type I IFNs α and β are produced 

upon TLR9 signaling pathway activation {Kawai, 2004}{Honda, 2005} and trigger 

Paneth cell degranulation when injected intraperitoneally in rats {Ozcan, 1996}. Type I 

IFNs also display an antimicrobial activity against T. gondii inhibiting the intracellular 

replication of the parasite {Schmitz, 1989}. In TLR9 -/- mice, the production of Type I 

IFN is impaired. Treatment of TLR9-/- mice with recombinant Type I IFN restored the 

production of Cryptdins and Paneth cells degranulation as well as in WT. Taken together 
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these experiments suggest that T. gondii parasites themselves or some other molecule 

associated with the infection triggers TLR9. TLR9 binding results in type I IFNs 

production. One of the consequences of Type I IFNs production is the release of 

Cryptdins by the Paneth cells. These immunological mechanisms aim at limiting parasite 

invasiveness either directly or indirectly by activation of an early TH1 immune response. 
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Legends. 

 

Table 1: primer sequences for mRNAs measured by SYBR green RT-PCR.  

The primer sequences are listed from 5’ to 3’. References are given when needed. Crp 

and Mmp7 primers were designed using Primer 3 software {Rozen, 2000}. 

 

Figure 1: Crp expression were upregulated and Paneth cells released secretory 

granules in WT mice infected with T.gondii. 

WT (C67BL/6) mice were orally infected with 35 cysts of  T. gondii. (A) Within 6 hours 

to 5 days later, Intestinal Epithelial Cells (IECs) from the small intestine were purified. 

RT-PCRs were performed to measure Crp-2, -3, -4 and -5 mRNA expressions. (B) For 

each time point 3 pieces representative of the small intestine (jejunum, duodenum and 

ileum) were also processed to measure Mmp7 mRNA expression. Five mice were used 

and analyzed separately for each time point. The data were representative of 5 distinct 

experiments, p values <0.005 (*) or <0.001(**) compared with naïve (D0) mice. 

 

Figure 2: Paneth cells from TLR9-/- mice lost their ability to release their secretory 

granules in response to T. gondii infection but still degranulated upon IFNβ 

treatment. 

C57BL/6 (A) or TLR9-/- (B) mice were orally infected with 35 cysts of T. gondii (left 

panel) or treated daily with 5000 unit of mIFNβ injected subcutaneously (right panel). 

One, three and five days after infection (or the beginning of mIFNβ treatment), small 

intestines were removed to perform phloxine-tartrazine histochemical staining. Individual 

crypts (10-15 crypts total per mouse) were analyzed to measure the number of pyramidal 

shaped cells containing  tartrazine-positive granules (orange and pink vesicles) as well as 

the location and the frequency of these vesicles. The data were representative of 3 distinct 

experiments using 3 mice per group and time point. 
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Figure 3: Mmp7-/- mice exhibited a reduced ability to control T. gondii replication 

in the small intestine. 

 (A) WT and Mmp7-/- mice were orally infected with 35 cysts, sacrificed at day 3 and 7 

after infection. Three representative pieces were sampled from the small intestine and the 

mesenteric lymph nodes. Parasite burden was measured by quantitative PCR. Five mice 

were used for each group and time point. The data are representative of 3 distinct 

experiments  (B) Cysts were enumerated in the brain of Mmp7-/- and WT mice at day 30 

post infection. Six and 5 mice respectively were used for each group, p values <0.005 (*) 

or <0.001(**) compared with WT mice. 

 

Figure 4: Depressed early TH1 response to T. gondii infection in Mmp7-/- mice. 

IFNγ mRNA expression in isolated lymphocytes from the lamina propria and mesenteric 

lymph nodes of Mmp7-/- and WT mice was measured by RT-PCR at day 3 and 7 post 

infection. Five mice were used for each group and time point. Data were representative of 

4 distinct experiments, p values <0.005 (*) or <0.001(**) compared with WT mice.  

 

Figure 5: TLR9-/- mice were unable to modulate Crp mRNA expression in response 

to T. gondii infection. 

TLR9-/- and WT mice were orally infected with 35 cysts of T. gondii. At day 1, 3 and 5 

after infection, intestinal epithelial cells were purified from the small intestine. RT-PCRs 

were performed to measure Crp-3 and Crp-5 mRNA expression. Five mice were used for 

each group and time point and analyzed separately. The data are representative of 2 

distinct experiments, p values <0.005 (*) or <0.001(**) compared with WT mice. 

 

Figure 6: IFNβ  treatment led to an upregulation of Crp mRNA expression in the 

small intestine of WT mice. 

WT mice were treated subcutaneously with 5000 Units of mIFNβ everyday (grey bars). 

Twenty-four hours after the first mIFNβ injection, mice were orally infected with 35 

cysts of T. gondii (black bars). At day 1, 3 and 5 after infection, intestinal epithelial cells 

were purified from the small intestine. mRNA was extracted to measure Crp-3 and 5 

expression by RT-PCR. Three mice were used for each group (Naïve Treated, Infected 

133



Untreated, Infected Treated) and time point (Day 0, 1, 3 and 5). Mice were processed and 

analyzed separately. Data were representative of 2 distinct experiments, p values <0.005 

(*) or <0.001(**) compared with naïve (D0) mice. 

 

Figure 7: IFNβ  treatment led to an upregulation of Crp mRNA expression in the 

small intestine of TLR9-/- mice. 

TLR9-/- mice were subcutaneously treated with 5000 Units of mIFNβ everyday (grey 

bars). Twenty-four hours after the first mIFNbeta injection, mice were orally infected 

(black bars). At day 1, 3 and 5 after infection, intestinal epithelial cells were purified 

from the small intestine. mRNA was extracted to measure Crp-3 and -5 expression by 

RT-PCR. Three mice were used for each groups (Naïve Treated, Infected Untreated, 

Infected Treated) and time points (Day 0, 1, 3 and 5). Mice were processed and analyzed 

separately. Data were representative of 2 distinct experiments, p values <0.005 (*) or 

<0.001(**) compared with D0 mice. 

 

Supplementary figure 1: WT mice upregulated type I IFNs production in the small 

intestine in response to T. gondii infection or mIFNbeta treatment. 

WT mice were subcutaneously treated with 5000 Units of mIFNβ everyday (grey bars). 

Twenty-four hours after the first mIFNβ injection, mice were orally infected with 35 

cysts of T. gondii (black bars). At day 1, 3 and 5 after infection, lamina propria cells were 

purified from the small intestine. mRNA was extracted to measure IFNα1-2 and IFNβ 

expression by RT-PCR. Three mice were used for each group (Naïve Treated, Infected 

Untreated, Infected Treated) and time point (Day 0, 1, 3 and 5). Mice were processed and 

analyzed separately. Data were representative of 3 distinct experiments, p values <0.005 

(*) or <0.001(**) compared with D0 mice. 

 

Supplementary figure 2: TLR9-/- mice failed to modulate type I IFNs mRNA 

expression in response to T. gondii infection but upregulate IFNα1-2 and IFNβ 

mRNA expression when treated with mIFNbeta. 

TLR9-/- mice were subcutaneously treated with 5000 Units of mIFNβ daily (grey bars). 

Twenty-four hours after the first mIFNβ injection, mice were orally infected (black bars). 
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At day 1, 3 and 5 after infection, lamina propria cells were purified from the small 

intestine. mRNA was extracted to measure IFNα1-2 and IFNβ expression by RT-PCR. 

Three mice were used for each groups (Naïve Treated, Infected Untreated, Infected 

Treated) and time points (Day 0, 1, 3 and 5). Mice were processed and analyzed 

separately. Data were representative of 2 distinct experiments, p values <0.005 (*) or 

<0.001(**) compared with naïve (D0) mice. 

 

Supplementary figure 3: Mmp7-/- mice displayed a slight decrease in CCL2, CCL3 

and CCL5 mRNA expression in response to T. gondii infection compared with WT 

mice at day 1 post infection. 

Mmp7-/- and WT mice were orally infected with 35 cysts of T. gondii. At day 1 and 3 

after infection, intestinal epithelial cells were purified from the small intestine. RT-PCRs 

were performed to measure CCL2, CCL3 and CCL5 mRNA expression. Three mice were 

used for each group and time point and analyzed separately. Data were representative of 

3 distinct experiments. 
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Figures and Tables. 

 

Table 1 

 

 Forward Primer Reverse Primer  

β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT {Overbergh, 1999} 

Crp-2 ACTGAGGAGCAGTCAGGTGAA GCCAATGGTCATCTTGTCCT  

Crp-3 CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA  

Crp-4 CAGGTCCAGGCTGATCCTATC AAGTCCCACGAACTCGTTCTC  

Crp-5 TTGTCCTCCTCTCTGCCCTTGT ATGAAGAGCAGACCCTTCTTGG  

IFNα1-2 TGTCTGATGCAGCAGGTGG AAGACAGGGCTCTCCAGAC {Schiavoni, 2000} 

IFNβ
  CCATCCAAGAGATGCTCCAG GTGGAGAGCAGTTGAGGACA {Schiavoni, 2000} 

IFNγ 
  TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA TGGCTCTGCAGGATTTTCATG {Overbergh, 1999} 

Mmp7 ATGAGGACGCAGGAGTGAAC ACAGGTGCAGCTCAGGAAGG  

CCL2 CTTCTGGGCCTGCTGTTCA CCAGCCTACTCATTGGCATCA {Overbergh, 1999} 

CCL3 CTTCTCAGCGCCATATGGAGC GATCTGCCGGTTTCTCTTAGTCA {Belay, 2002} 

CCL5 CACCTGCCTCACCATATGGCTC CACTTCTTCTCTGGGTTGGCACAC {Belay, 2002} 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Supplementary figure 1 
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Supplementary figure 2 
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Supplementary figure 3 
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3. Article 3 : les cellules B amplifient la réponse pro inflammatoire des cellules 

T en réponse à l’infection par Toxoplasma gondii 

 

Les lymphocytes B constituent un compartiment cellulaire hétérogène chez l’homme et la 

souris. Les cellules B-1 résident majoritairement dans les cavités pleurales et 

péritonéales, tandis que les cellules B-2 se localisent principalement dans les follicules B 

et les zones marginales des organes lymphoïdes secondaires. Outre leur localisation, les 

sous populations de cellules B se distinguent par leurs spécificités antigéniques. Ainsi, les 

cellules B-1 et les cellules B-2 des zones marginales sont activées par des antigènes 

thymo-indépendants contribuant ainsi à l’immunité contre des pathogènes par la 

production d’immunoglobulines (Ig) de faible affinité. Les lymphocytes B-2 des 

follicules B  sont activés par des antigènes thymo-dépendants. Ils concourent à la 

formation des centres germinatifs et se différencient en plasmocytes ou en cellules B 

mémoires sécrétant des immunoglobulines de forte affinité. L’ensemble des sous 

populations de cellules B expriment le TLR9, cependant seuls les cellules B-1 et B-2 des 

zones marginales sont capables d’être activées par des agonistes CpG-ODNs en l’absence 

de signaux de co-stimulation.  

 

Étant donné l’importance du TLR9 dans l’initiation de la réponse immune à T. gondii et 

la forte expression de ce récepteur de l’immunité innée par les cellules B immatures, nous 

avons d’abord étudié le rôle du TLR9 exprimé par les cellules B dans l’initiation de la 

réponse inflammatoire au toxoplasme. Nous avons observé que lors de l’infection de 

souris par T. gondii, les cellules B de la lamina propria, des plaques de Peyer et des 

ganglions mésentériques ne modulent pas l’expression de TLR9 et ne produisent pas ou 

peu d’IFNs de type I. De plus, des souris doubles-chimères n’exprimant que des cellules 

B TLR9-/- initient parfaitement la réponse inflammatoire à T. gondii. 

 

Cependant, des études ont montré que les lymphocytes B-1 matures participent à la 

réponse immunitaire contre T. gondii. Les souris µMT (déficientes en cellules B) ayant 

reçu ou non des cellules B-1 immatures ont un défaut de production de cytokines Th1 et 

de NO en réponse à l’infection intra-péritonéale par le parasite. Lorsque des cellules B-1 
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matures (provenant de souris C57BL/6 infectées) sont transférées dans les souris µMT, 

celles-ci développent une réponse inflammatoire protectrice contre l’infection 

{Sakaguchi, 2001}. Cependant, ces études ont été réalisées dans un contexte ne prenant 

pas en compte la voie d’entrée naturelle par le parasite. Nous avons analysé le rôle des 

cellules B dans la génération de la réponse adaptative inflammatoire après infection orale 

par le toxoplasme. 

 

3.1. Les cellules B matures, générées dans la rate et les ganglions 

mésentériques lors de l’infection par Toxoplasma gondii, activent la 

production d’IFN-γ par les cellules T effectrices 

 

Afin d’étudier la fonction des cellules B dans la réponse immunitaire au toxoplasme, 

nous avons comparé la production de cytokines pro-inflammatoires chez les souris 

C57BL/6 ou µMT infectées par T. gondii. Nous avons ainsi observé que la production 

d’IFN-γ par les cellules T CD4+ de la rate des souris µMT 7 jours après infection (article 

3 ; figure 1) est nettement diminuée par rapport aux souris témoins WT (B6). Pour 

étudier plus avant l’activité inflammatoire des cellules B (CD19+), nous les avons 

purifiées des ganglions mésentériques et de la rate et les avons réinjectées dans des souris  

µMT. Les cellules B transférées proviennent soit de souris naïves (D0B – Day 0 B cells), 

soit de souris infectées oralement par T. gondii  depuis 7 jours (D7B – Day 7 B cells) 

(article 3 ; figure 2) (article 3 / données supplémentaires ; figure A). Les souris µMT 

ayant reçu les cellules B ont ensuite été infectées oralement par 35 kystes de T. gondii 

76K et leur réponse immunitaire a été analysée en mesurant la production d’IFN-γ par les 

cellules T dans la rate 7 jours après infection. La fréquence de cellules T CD4+ et CD8+ 

productrice d’IFN-γ dans la rate des souris µMT ayant reçu des cellules D7B  est forte 

comparée aux souris µMT ayant reçu des cellules D0B (article 3 ; figure 2). Ceci 

indique que, les cellules B activées (D7B) ont un rôle amplificateur de la réponse 

inflammatoire. 
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Figure A : protocole de transfert de cellules B, provenant de souris B6, naïves (D0B 

cells) ou stimulées par T. gondii 76K (D7 B cells) dans des souris receveuses µMT (ne 

possédant pas de cellules B). 

 

Afin d’analyser l’activité pro inflammatoire des cellules B matures (D7B) des transferts 

adoptifs de cellules D0B et D7B dans des souris RAG1 KO ont été réalisées. Ces souris 

n’expriment pas de cellules B ni de cellules T. Afin d’étudier les interactions entre 

cellules B et T, des cellules T activées (D5T – Day 5 T cells) purifiées de souris C57BL/6 

5 jours après infection orale par T. gondii. ont été co-transférées avec les cellules B 

(article 3 / données supplémentaires ; figure B). Comme précédemment, les souris 

RAG1 KO ayant reçu des cellules B et T ont été infectées oralement avec 35 kystes de T. 

gondii et la réponse immunitaire a été évaluée en mesurant la production d’IFN-γ par les 

cellules T dans la rate. Les cellules T CD4+ et CD8+ effectrices produisent 

significativement plus d’IFN-γ en réponse à l’infection lors du co-transfert de cellules B. 

Nous avons également observé que les cellules D7B  ayant eu un premier contact avec le 

toxoplasme amplifient plus largement la réponse pro inflammatoire des cellules T 

activées que les cellules D0B (article 3 ; figure 3). 
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Figure B : protocole de co-transfert de cellules B, provenant de souris B6, naïves (D0B 

cells) ou stimulées par T. gondii 76K (D7 B cells) conjointement a des cellules T 

activées (D5 T cells) dans des souris receveuses RAG1 KO (ne possédant ni cellules B, 

ni cellules T). 

 

3.2. L’activation des cellules T effectrices par les cellules B matures requiert 

un contact direct entre les deux types cellulaires  

 

Les modèles in vivo d’infection orale par le toxoplasme de souris µMT et RAG1 KO 

ayant reçu des cellules B matures ou immatures (en complément de cellules effectrices 

activées pour le modèle RAG1 KO) montrent que ces cellules participent à 

l’amplification de la réponse inflammatoire. Les cellules B peuvent exercer une activité 

pro inflammatoire soit par le renforcement de la présentation antigénique ou par la 

production de cytokines pro inflammatoires (sécrétées ou lié à leur membrane) tel l’IFN-

γ, le TNF-α ou de chimiokines.  

 

Afin d’identifier les mécanismes d’action de ces cellules nous avons réalisé des co-

cultures in vitro de cellules B avec des cellules effectrices T en se focalisant sur la 
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nécessité ou non d’un contact entre ces cellules. Les co-cultures ont été réalisées avec  

contact direct entre cellules, ou en séparant les deux populations cellulaires par une 

membrane semi-perméable aux cytokines et chimiokines solubles, sans restimulation 

antigénique. L’augmentation de la production d’IFN-γ, par les cellules T effectrices 

CD4+ et CD8+ par les cellules D7B, requiert un contact direct entre les cellules (article 

3 ; figure 4). Ceci indique que l’amplification de la réponse inflammatoire est médiée 

soit par une augmentation de la présentation antigénique, soit par l’expression de 

cytokines liées à la membrane. 

 

Pour étudier le rôle de la présentation antigénique dans ce phénomène des cellules D7B  

provenant de souris CMH-II KO ont été transférées dans des souris µMT. Les souris 

CMH-II KO ne peuvent présenter les antigènes dans le cadre du complexe majeure de 

classe II, sauf par le transfert adoptif de cellules pouvant reconstituer cette fonction. En 

absence de présentation antigénique via le CMH-II, les cellules D7B conservent leur 

capacité à stimuler la production d’IFN-γ par les cellules T CD4+ de la rate 7 jours après 

infection orale par T. gondii (article 3 ; figure 5) (article 3 / données supplémentaires ; 

figure C). Ceci corrobore les différences observées lors de transferts de cellules B 

immatures D0B (exprimant CMH-II) et matures D7B (perte d’expression des molécules 

CMH-II et de costimulation). Les cellules D7B étant plus efficaces dans la stimulation de 

la réponse pro inflammatoire au toxoplasme que les cellules D0B (article 3 ; figure 2 et 

3). Des résultats analogues ont été obtenus lors du transfert de cellules B purifiées de 

souris CD40 KO dans des souris receveuse µMT indiquant que la présence de molécule 

de présentation antigénique CMH-II ou de costimulation CD40 n’est pas requise pour 

permettre aux cellules B d’exercer leur activité pro inflammatoire. 
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Figure C : protocole de transfert de cellules B naïves (D0B cells) ou stimulées par T. 

gondii 76K (D7 B cells) provenant de souris CMH-II KO, TNF-α  KO ou CCL3 KO 

dans des souris receveuses µMT (ne possédant pas de cellules B). 

 

Les souris OT-II expriment un TCR transgénique (Vβ5 Vα2) reconnaissant 

spécifiquement l’ovalbumine (OVA 323-339). Afin de confirmer l’absence d’implication 

de la présentation antigénique dans l’activité inflammatoire des cellules B lors de 

l’infection par T. gondii, nous avons purifié des cellules B de souris C57BL/6 infectées 

soit avec T. gondii 76K, soit avec le mutant recombinant P30-OVA. Ces cellules B ainsi 

purifiées ont ensuite été injectées dans des souris CMH-II KO receveuses avec des 

cellules T naïves purifiées de souris OT-II (article 3 ; figure 5) (article 3 / données 

supplémentaires ; figure D). Les cellules B sensibilisées avec du toxoplasme de 

phénotype sauvage, ou du toxoplasme recombinant exprimant l’ovalbumine ne montre 

aucune différence significative dans leur habilité à stimuler la production d’IFN-γ des 

cellules T. Ainsi, les cellules B ne contribuent pas au renforcement de la présentation 

antigénique lors de l’infection orale par T. gondii. 

 

C57BL/6 
(CMH-II, TNF-α  

ou CCL3 KO) 

µMT 

Jour 0 Jour 7 

Jour 0 Jour 7 
ou 

D0 B cells 
(CMH-II, TNF-α 

ou CCL3 KO) 

D7 B cells 
(CMH-II, TNF-α 

ou CCL3 KO) 
 

Phénotypage  
des splénocytes 

T. gondii 76K 

T. gondii 76K 

152



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure D : protocole de co-transfert de cellules B, provenant de souris B6 suavages, 

stimulées soit par T. gondii 76K (D7 B cells "stimulés par T. gondii 76K"), soit par T. 

gondii P30-OVA (D7 B cells "stimulées par T. gondii P30-OVA"), conjointement a des 

cellules T naïves provenant de souris OT-II (D5 T cells), dans des souris receveuses 

CMH-II KO. 
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3.3. Les cellules B matures stimulent la réponse pro inflammatoire par la 

production de TNF-α  et de CCL3 

 

L’activité inflammatoire des cellules B, bien que nécessitant un contact direct avec les 

cellules T effectrices n’intervient pas lors de la phase de stimulation antigénique. Nous 

nous sommes demandé si l’effet enregistré est dû à la production de molécules 

inflammatoires.  

 

Lors de l’infection orale par T. gondii, les cellules B de la rate et des ganglions 

mésentériques produisent peu d’IFN-γ (article 3 ; figures 3 et 6) mais beaucoup de TNF-

α (article 3 ; figure 6). Afin de tester le rôle potentiel du TNF-α, des cellules B 

provenant de souris TNF-α KO infectées (D7B TNF-α KO) ont été transférées dans des 

souris µMT (article 3 / données supplémentaires ; figure C). Sept jours après infection, 

la production d’IFN-γ par les cellules T CD4+ et CD8+ de la rate des ces souris est 

significativement inférieure à celle observée chez les souris µMT ayant reçu des cellules 

D7B exprimant le TNF-α (article 3 ; figure 6). Le TNF-α ainsi produit par les cellules B 

matures doit être membranaire, comme suggérés par les marquages Facs et l’importance 

des contacts cellulaires dans les évènements décrits, pour stimuler la réponse 

inflammatoire des cellules T effectrices. 

 

La production des chimiokines CCL3 et CCL5 jouent un rôle majeur dans l’initiation de 

la réponse Th1 anti-toxoplasmique lors de la phase aiguë de la maladie. Lors de 

l’infection, la production de CCL3 par les cellules D7B est fortement augmentée par 

rapport à celle des cellules B naïves. En se liant aux récepteurs CCR1, CCR3 et CCR5, 

cette chimiokine contribue au recrutement de cellules T effectrices. Afin d’étudier in vivo 

le rôle du récepteur aux chimiokines CCL3, nous avons purifié des cellules B de souris 

CCL3 KO et opéré un transfert dans des souris receveuses µMT (article 3 / données 

supplémentaires ; figure C). Une semaine après infection orale par T. gondii, la 

production d’IFN-γ par les cellules T CD4+ et CD8+ de la rate des souris µMT ayant 

reçu des cellules B CCL3 KO activées (D7B CCL3 KO) est significativement inférieure à 
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ce qui est mesuré chez les souris ayant reçu des cellules B compétentes activées (D7B) 

(article 3 ; figure 6).  

 

Ainsi, les cellules B matures, générées lors de l’infection orale par le toxoplasme, 

soutiennent à la fois la production de cytokines pro inflammatoires par les cellules T 

effectrices, via l’expression de TNF-α membranaire, mais contribuent également au 

recrutement de ces cellules par la production de chimiokine pro inflammatoire CCL3. 
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B Cells Amplify IFN-� Production By T Cells via a
TNF-�-Mediated Mechanism1

Laurence C. Menard,* Laurie A. Minns,* Sylvie Darche,† Daniel W. Mielcarz,*
David M. Foureau,* David Roos,‡ Florence Dzierszinski,§ Lloyd H. Kasper,*
and Dominique Buzoni-Gatel2†

Aside from being the precursors of the Ab-secreting cells, B cells are engaged in other immune functions such as Ag presentation
to T cells or cytokine production. These functions may contribute to the pathogenic role of B cells in a wide range of autoimmune
diseases. We demonstrate that B cells acquire the capacity to amplify IFN-� production by CD4 and CD8 T cells during the course
of the Th1 inflammatory response to Toxoplasma gondii infection. Using the two following different strategies, we observed that
B cells from T. gondii-infected mice, but not from naive mice, induce higher IFN-� expression by splenic host T cells: 1) recon-
stitution of B cell-deficient mice with B cells expressing an alloantigen different from the recipients, and 2) adoptive transfer of B
and T cells into RAG�/� mice. In vitro assays allowing the physical separation of T and B cells demonstrate that Ag-primed B
cells enhance IFN-� production by T cells in a contact-dependent fashion. Using an OVA-transgenic strain of T. gondii and
OVA-specific CD4 T cells, we observed that the proinflammatory effect of B cells is neither Ag specific nor requires MHCII
expression. However, TNF-� expressed on the surface of B cells appears to mediate in part the up-regulation of IFN-� by the
effector T cells. The Journal of Immunology, 2007, 179: 4857–4866.

I t is well appreciated that B lymphocytes have the potential to
act as APC as well as precursor cells for the humoral immune
response. B1 and marginal zone B cells are specialized to

respond to thymus-independent Ags that suggest the existence of
natural innate B cell response. In contrast, B cell responses to most
protein Ags require the activation of dendritic cells and the re-
cruitment of Ag-specific Th cells. Regarding these thymus-depen-
dent responses, which mainly involve follicular B2 cells (1), naive
B cells internalize through their surface Igs (IgM and IgD), pro-
cess, and present specific Ags via MHC class II molecules to CD4
T cells. Following interaction with T cells, B cells either differ-
entiate into IgM-producing short-lived plasma cells or undergo
hypersomatic mutations and class switch recombination within the
germinal centers, thereby producing long-lived plasma cells and
memory B cells (2). In addition, B cells might be capable of cross-
priming with CD8� T cells (3, 4). Polyclonal activation by TLR
signaling can also occur, in particular for B1, marginal zone, and
memory B cells. In B2 cells, unless the stimulation of the TLR is
coupled to the engagement of the BCR, this type of activation
aborts (5).

B cells, when stimulated, produce a wide range of polarizing
cytokines such as IL-12 and IFN-� (6), or IL-4 (7). The so-desig-
nated B effector 1 and B effector 2 cells, respectively, produce
polarized subsets of cytokines following infection with Th1- and

Th2-inducing pathogen (8). IFN-�-producing B cells have been
identified in mice infected with pathogens such as Toxoplasma
gondii and Borrelia burgdorferi (8).

The role of B cells in some autoimmune disorders such as sys-
temic lupus erythematosus or rheumatoid arthritis (RA)3 may in
part be due to the production of autoantibodies whose binding to
tissues leads to damages by induction of local inflammatory re-
sponse. Alternatively, the ability of B cells to promote T cell ac-
tivation by Ag presentation, costimulation, or cytokine production
has also been suggested as part of the pathogenic process (9). In
humans, mounting evidence based on the results of clinical trials
with the B cell-depleting Ab anti-CD20 (rituximab) for some au-
toimmune diseases including RA and multiple sclerosis would
suggest that B cells play a vital role in the amplification of the
effector T cell response associated with disease progression
(10–12).

Infection with the obligate intracellular protozoan T. gondii in-
duces a Th1 inflammatory response (13, 14). C57BL/6 mice suc-
cumb within 10 days postoral infection from an overwhelming Th1
inflammation affecting the ileum and characterized by the over-
production of IFN-� and TNF-� by T cells (15). We use this strong
inducer of a Th1 response to demonstrate that B cells, when acti-
vated, enhance CD4� and CD8� T cell responses. This activation
occurs within 7 days after infection, and the proinflammatory ef-
fect of D7-primed B cells requires T cell contact, but is not Ag
specific. The mechanisms involved may be linked to the presence
of membrane-bound TNF-� on B cell surface.

Materials and Methods
Mice and parasites

Female 8- to 10-wk-old C57BL/6 (B6), �MT (B cell-deficient mice on a
B6 background), CCL3�/� and TNF-��/� mice (B6 background), and
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RAG1�/� (B and T cell-deficient mice on a B6 background) mice were
obtained from The Jackson Laboratory. MHCII�/� (B6 background) mice
were purchased at Taconic Farms. B6-Ly5.2 (B6 mice expressing the al-
loantigen CD45.1) and OTII mice (B6 mice whose CD4 T cells express an
OVA-specific TCR) were given by R. Noelle (Dartmouth Medical School,
Lebanon, NH). These mice were housed under approved conditions at the
Animal Research Facility of Dartmouth Medical School. Mice were in-
fected orally by intragastric gavage with 35 cysts of T. gondii. Unless
specified otherwise, the 76K strain of T. gondii was used. Parasites secret-
ing OVA in the parasitic vacuole (P30-OVA) (16) or wild-type (WT) pa-
rental controls, both on a Prugniaud background, were provided by D. Roos
and F. Dzierszinski (University of Pennsylvania, Philadelphia, PA). Para-
sites were maintained through passage in CBA/J mice.

To measure T. gondii parasite burden, the T. gondii B1 gene was am-
plified by real-time PCR using the 2� SYBR Green mix (Applied Bio-
systems) on a Bio-Rad iCycler, from �500 ng of total genomic DNA
prepared using the DNeasy kit (Qiagen). A standard curve for parasite
equivalents was generated by real-time PCR using a plasmid, as previously
described, as follows: QB1 forward, GGAACTGCATCCGTTCATGAG,
and reverse, TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC. For each sample, the para-
site count was calculated by interpolation from the standard curve (17, 18).
The parasite numbers were normalized to the exact amount of DNA using
primers targeting the �-actin gene (19), as follows: forward, AGCCATG
TACGTAGCCATCC; reverse, CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA.

Cell purification

Mesenteric lymph nodes (MLN), Peyer’s patches, and spleen were disso-
ciated and freed of connective tissue by filtration (70-�m cell strainers).

Adoptive transfers

Transfer of B cells into �MT. Cells were collected from the MLN and
spleen from naive or 7 days previously infected (D7-infected) B6, B6-
Ly5.2, MHCII�/�, TNF-��/�, or CCL3�/� mice and were selected with
anti-CD19 magnetic beads (Miltenyi Biotec). CD19� cells from MLN and
spleen were mixed (10% of the final mix came from MLN CD19� cells,
and 90% came from CD19� splenic cells). Purity was checked before each
transfer by staining with anti-CD19 allophycocyanin, and 107 cells/recip-
ient were injected i.v. in the retro-orbital sinus of �MT mice. Only the pan
B cell marker CD19 was used for sorting, whereas CD19 or B220 was used
as B cell marker for surface staining. Three to six mice per group were
adoptively transferred with B cells isolated from three to four mice.
Transfer into RAG1�/� mice. CD4�CD45RBhighCD25� T effector cells
were sorted from the MLN of eight D5-infected B6 mice by FACS after
staining with anti-mouse CD4 FITC, CD45RB PE, and CD25 PerCP (BD
Pharmingen). CD8��CD5� T cells were sorted from the MLN of four
D5-infected B6 mice by FACS following staining with anti-mouse CD8�
PE and CD5 allophycocyanin (BD Pharmingen). A purity �99% was ob-
tained for the sort of both T cell types. CD19� B cells from MLN and
spleen of at least two naive (D0B) or D7-infected (D7B) B6 mice were
magnetically sorted (as described above). Different combinations of these
lymphocyte types (105 T cells/recipient, 106 B cells/recipient) were in-
jected i.v. into RAG1�/� mice (four mice per group). Transferred
RAG1�/� mice were infected the following day with 35 cysts, and cells
from MLN and spleen were analyzed 10 days after infection.
Transfer of OTII cells. CD4� cells from the spleen and MLN of two OTII
mice were purified by magnetic sorting with a CD4� T cell isolation kit
(Miltenyi Biotec). They were CFSE labeled and injected i.v. into MHCII�/�

mice (106 cells/recipient). B cells were sorted with anti-CD19 magnetic beads
(Miltenyi Biotec) from the spleen and MLN of two naive mice (D0B) or two
mice infected with 35 cysts of P30-OVA or WT parasites (Prugniaud back-
ground) at D7 and injected i.v. into MHCII�/� mice (107 cells/recipient;
three to four recipients per group) the day after OTII transfer. Three days
later, the IFN-� production by splenic CFSE� T cells was measured by
intracellular cytokine staining.

FACS analysis

Intracellular cytokine staining. Cells were incubated 2 h in 50 ng/ml
PMA (Sigma-Aldrich) and 500 ng/ml ionomycin (Sigma-Aldrich). Then 10
�g/ml brefeldin A (Sigma-Aldrich) was added for 1 h. FcRs of cells were
blocked with anti-CD16/CD32 Ab (BD Pharmingen) before surface stain-
ing in HBSS/5% FBS with B220 PerCP or CD4 FITC and CD8� PerCP or
CD5 PerCP, or CD4 PerCP or CD8� PerCP and CD45.2 FITC (BD Pharm-
ingen). Cells were permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm (BD Pharm-
ingen). Nonspecific sites were blocked with heat-inactivated rat serum
(Harlan Sprague-Dawley), and intracellular IFN-� and TNF-� were stained
with anti-mouse IFN-� allophycocyanin and TNF-� PE, respectively (BD
Pharmingen).

CFSE labeling. A total of 107 cells/ml was resuspended in RPMI 1640
containing 5 �M CFSE (Invitrogen Life Technologies) and incubated 10
min in dark at 37°C. After incubation, the equal volume of FBS was added
and tubes were topped with RPMI 1640. Cells were then immediately
washed twice with RPMI 1640-5% FBS.

In vitro assays

Coculture of T and B cells. T and B cells were purified from the spleen
and MLN of naive (three mice) or D5 (two mice)- or D7 (three mice)-
infected B6 mice with anti-CD90 and anti-CD19 magnetic beads (Miltenyi
Biotec), respectively. T cells were CFSE labeled. Lower chambers of a
HTS Transwell-96 system 0.4 �m pore size (Corning Glass) were seeded
in triplicates with 0.5 � 106 T cells, alone (D0T or D5T) or with 106 D0
B cells (D0T � D0B or D5T � D0B) or 106 D7B cells (D0T � D7B or
D5T � D7B), either in the lower chamber or in the upper chamber. Cells
were cultured in RPMI 1640 with L-glutamine added with 10% FBS (At-
lanta), penicillin (100 U/ml; Invitrogen Life Technologies), streptomycin
(100 U/ml; Invitrogen Life Technologies), and 2-ME (55 �M; Invitrogen
Life Technologies) 3 days at 37°C, and then washed and prepared for
intracellular staining, as described earlier.
Cytokine production by B cells. Splenic B cells were sorted from three
naive (D0) or infected B6 mice at different time points (D2, D4, D7) with
anti-CD19 magnetic beads (Milenyi Biotec) (purity �97%) and cultured
24 h in RPMI 1640–10% FBS (2 � 105 cells/well). Cytokine concentration
in the culture supernatant was then measured with a multicytokine kit for
CCL3, TNF-�, and IFN-� (BioSource International).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean � SEM. Statistical differences between
groups were analyzed using Prism Statistical Software’s unpaired t test;
significance was expressed as p � 0.05 (�), p � 0.01 (��), or p � 0.001
(���).

Results
Impaired activation of splenic T cells from B cell-deficient mice

Oral infection with T. gondii and the subsequent development of
inflammation in B6 mice are correlated with an overproduction of

FIGURE 1. B cell-deficient mice have a depressed CD4 T cell response
in the spleen following challenge with T. gondii. IFN-� production by CD4
or CD8� cells in the spleen at D7. IFN-� was detected by intracellular
staining, and the percentage of IFN-�-positive cells in CD4� or CD8� gate
was measured by FACS. The means of the percentages of IFN-�� cells in
CD4� or CD8� gates for seven experiments with at least three mice per
group are represented as a bar graph; error bars are SEM. ��, p � 0.01.
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FIGURE 2. Increase in IFN-� production by splenic T cells from B cell-deficient mice after transfer of D7-primed B cells. A, CD19� B cells were sorted
from MLN and spleen cells and combined in the respective proportions, as follows: 10 and 90%. An aliquot of each fraction was stained with anti-CD19
allophycocyanin and anti-CD5 PerCP (pan T cell marker). A purity of 97–99% was routinely obtained. Numbers are the percentage of CD19� cells in the
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Th1-like cytokine such as IFN-� by T cells (15). In the spleen,
which is an organ in which B cells are dominant, the induction of
IFN-� production by splenic CD4� T cells from �MT mice was
impaired at day 7 postinfection as compared with WT B6 mice
(Fig. 1). However, the splenic parasite burden was similar in WT
B6 mice and in �MT mice, as measured by real-time PCR (data
not shown).

D7B cells activate effector T cells

B cell-deficient mice are known to have defects in lymphoid organ
architecture (20). The reduced induction of IFN-� production by
splenic T cells from infected �MT mice could be attributed to
impairment of Ag presentation and T cell priming. To address this

issue, �MT and RAG1�/� mice were reconstituted with B cells,
and B and T cells, respectively.

The lack of T cell activation in infected �MT mice was first
studied by reconstitution of �MT mice with B cells from a mix of
MLN and splenic cells (respectively 10 and 90%) isolated from
either naive (D0B) or D7-infected (D7B) mice (purity 97–99%;
Fig. 2A). The mice were infected 1 day post-B cell transfer. Seven
days after infection, D0B and D7B cells were found mainly in the
spleen as follows: 1.2 and 1.3% of B220� B cells in infected �MT �
D0B and �MT � D7B mice, respectively, and 0.3% in infected
and nonreconstituted �MT mice (data not shown). Transfer of
D7B cells led to a large increase in IFN-� production by splenic
CD4 and CD8 T cells from infected recipient mice (Fig. 2, B and

represented gate. B and C, CD19� B cells were purified as in A, and 107 B cells/mouse were i.v. injected into B cell-deficient mice (�MT). One day after
transfer, mice were challenged with 35 cysts of T. gondii and were sacrificed 7 days later for analysis. IFN-� production by CD4 or CD8 T cells from the
spleen of �MT mice, �MT mice transferred with D0 B cells (�MT � D0B), or �MT mice transferred with D7B cells (�MT � D7B) was measured by
intracellular staining 7 days after infection. B, Representative FACS profile of six to seven experiments. Numbers are the percentage of positive cells in
the represented gates. C, The fold increase in IFN-� expression by T cells from the spleen of adoptively transferred hosts (�MT � D0B or �MT � D7B)
relative to nontransferred �MT mice was calculated as follows for each experiment: (average of percents of IFN-�� cells in CD4 or CD8� gates for
transferred groups)/(average of percents of IFN-�� cells in CD4 or CD8� gates for �MT). The average of these fold increases for six (�MT � D0B) or
seven (�MT � D7B) experiments with at least three mice per group is represented. Error bars: SEM, p values: fold increase for �MT � D7B vs fold
increase for �MT � D0B. �, p � 0.05; ��, p � 0.01; ���, p � 0.001. D and E, D7B cells amplify IFN-� response of splenic host T cells. CD19� B cells
from a mix of CD19� MLN and splenic cells (respectively 10 and 90%) from four CD45.1� mice (CD45.1�D7B) or three WT B6 mice (CD45.2�D7B)
7 days after infection. A total of 107 B cells/mouse was i.v. injected into B cell-deficient mice (�MT). One day after transfer, mice were challenged with
35 cysts of T. gondii and were sacrificed 7 days later for analysis. IFN-� production by CD4� or CD8� T cells from the spleen of WT B6 mice, �MT mice,
�MT mice transferred with CD45.1� D7B cells (�MT � CD45.1�D7B), or �MT mice transferred with CD45.2� D7B cells (�MT � CD45.2�D7B) was
measured by intracellular staining 7 days after infection. D, Representative FACS profiles of IFN-� and CD4 or CD8 expression in CD45.2� gates; numbers
are percentages of cells in each quadrant. E, Average of percentages of IFN-�� cells in CD4� or CD8� gates (after gating on CD45.2� cells) for three
groups of two mice, measured by flow cytometry. Error bars are SEM.

FIGURE 3. Activation of T cells by D7-primed B cells. CD4�CD25�CD45RBhigh (A) or CD8��CD5� (B) T cells were sorted by FACS from MLN
of D5-infected B6 mice (purity �99% for both cases). B cells from a mix of CD19� MLN and splenic cells (respectively 10 and 90%) from naive (D0B)
or D7-infected (D7B) B6 mice were magnetically sorted with anti-CD19 beads (purity �97%). T cells alone or D7B cells alone or mix of T cells and D0B
or T cells and D7B were injected (105 T cells, 106 B cells) into RAG1�/� mice (B6 background) that lack mature B and T cells. Mice were challenged
with 35 cysts of T. gondii the day following transfer and sacrificed 9–10 days later when the disease had obviously set up. A total of 106 splenic cells was
stained, and CD4� T or CD8� T cells were analyzed for IFN-� production by intracellular staining. Numbers are the percentages of positive cells in the
represented gates. These results are representative of two independent experiments, using three mice per group.
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C). In contrast, adoptive transfer of D0B cells induced only a slight
increase in IFN-� expression by splenic CD4 and CD8 T cells
from D7-infected recipients as compared with mice that did not
receive any B cell (Fig. 2, B and C). Despite the purification pro-
cedure applied to the B cell population (up to 99%), a small con-
tamination of the adoptively transferred D7B cell by Ag-experi-
enced T cells might account for the increase in the IFN-�� T cell
population. To rule out this possibility, D7B cells from B6-Ly5.2
mice expressing the CD45.1 alloantigen, which is different from
the alloantigen expressed by B6 and �MT mice (CD45.2), were
adoptively transferred into �MT mice, as well as D7B cells from
B6 mice as a positive control, and IFN-� expression by CD4� or
CD8�CD45.2� T cells (from the recipient) was assessed. Transfer
of D7B cells from both CD45.2-expressing and CD45.1-express-
ing mice led to an increase in the frequency of CD45.2�CD4�

IFN-�� and CD45.2�CD8� IFN-�� T cells, without any signif-
icant difference (Fig. 2, D and E). In case of adoptive transfer with
CD45.1� D7B cells, CD45.1� T cells were not detected in host
(all T cells were CD45.2�; data not shown). This observation sug-
gests that D7B cells (CD45.1�) can activate splenic host T cells
(CD45.2�) to produce IFN-�.

Previous studies from our laboratory have demonstrated that at
day 5 following oral infection with T. gondii, CD4�CD45RBhigh

CD25� T cells can induce ileitis in RAG�/� mice following adop-
tive transfer and Ag re-exposure (21). For these studies, T. gondii-
primed effector CD4�CD45RBhighCD25� T cells from D5-
infected mice alone or with either D0B or D7B cells were
adoptively transferred into RAG1�/� mice (B6 background) lack-
ing mature B and T cells. RAG1�/� mice were infected the day
after reconstitution, and analyzed 9–10 days later for evidence of
ileitis. After infection, unlike the nontransferred RAG1�/�, all
groups receiving these primed effector T cells developed the in-
testinal disease, confirming the efficacy of the transfer. Higher
IFN-� production by splenic CD4� T cells was observed via
FACS analysis when effector T cells were cotransferred with D7B
cells (6.88% of CD4�IFN-�� cells) than with D0B cells (2.71%)
or without B cells (0.13%) (Fig. 3A). However, transfer of D7B
cells alone did not lead to the development of such a CD4� T cell
population (Fig. 3, group RAG1�/� � D7B). The IFN-�� CD4�

T cells observed in the spleen of RAG1�/� mice after cotransfer of
effector T cells and D7B are thus probably not issued from a con-
tamination of the D7B cells by Ag-experienced T cells, confirming
the data obtained with the use of mice expressing the different
alloantigens CD45.1 and CD45.2. We observed an increased
IFN-� response by splenic CD8� T cells following transfer of D7B
cells into �MT mice 7 days after T. gondii infection (Fig. 2). To
determine whether B cells directly enhance CD8 T cell activation,
D7B cells, or D0B cells as a control, were cotransferred with CD8
T cells from D5-infected B6 mice into RAG1�/� mice and in-
fected the following day. Nine-10 days posttransfer, CD8 T cells
were analyzed for expression of IFN-�. Cotransfer of CD8 T cells
with D7B cells, but not with D0B cells, resulted in enhanced
IFN-� production (Fig. 3B). These findings suggest that, upon ac-
tivation, B cells acquire the capacity to enhance IFN-� production
by both CD4 and CD8 T cells.

Direct proinflammatory effect of B cells upon IFN-� production
by T cells

The observation that adoptively transferred D7B cells into �MT
mice enhanced IFN-�-producing CD4� and CD8� T cells sug-
gests a direct effect of D7B cells on T cell responses. To test
whether the D7B cells activate T cells via cell-cell contact, an
experiment using a HTS Transwell-96 system, in which a semi-
permeable membrane prevents cell-cell contact, but not circulation

of cytokines or chemokines, was performed. CFSE-labeled
CD90� T cells from naive and D5-infected mice (D0T or D5T) T
cells were seeded in the lower chamber of a Transwell system, and
CD19� B cells from naive and D7-infected mice (D0B or D7B)
were added to either the lower chamber, allowing contact with T
cells, or in the upper chamber, without direct contact with T cells.
After 3 days of culture and in the absence of any stimulation, the
frequency of IFN-�� D0T and D5T cells was low, the former
being only slightly higher than the latter. However, coculture of
D7B cells in direct contact with both D0T or D5T cells signifi-
cantly increased the production of IFN-� by D0 and D5 CD4� T
cells (respectively p � 0.001 and p � 0.01) and D0 CD8� T cells
( p � 0.05), which illustrates the direct proinflammatory effect of
D7B cells on IFN-� production by T cells (Fig. 4). IFN-� produc-
tion by D5 CD8 T cells was also augmented by direct contact with
D7B cells, although not significantly. In contrast, when D7B cells
were separated from the T cells by the HTS Transwell-96 system,
T cells failed to demonstrate an increase in IFN-� production, sug-
gesting that the proinflammatory effect of D7B cells requires direct
cell-cell contact with the T cells (Fig. 4). There was no difference
in CFSE-dye dilution when T cells were cultured alone or with B

FIGURE 4. The proinflammatory effect of D7B cells is direct and con-
tact dependent. T and B cells were sorted with magnetic beads (anti-CD90
and anti-CD19, respectively; purity 98% minimum) from MLN and spleen
of naive or D7-infected B6 mice. A total of 0.5 � 106 naive (D0) or 0.5 �
106 primed (D5) T cells was CFSE labeled and seeded in the lower cham-
ber of a HTS Transwell-96 0.4-�m pore-size system. A total of 106 D0B
or 106 D7B cells was added in the same chamber as T cells, or in the upper
chamber of the HTS Transwell-96 system (D0B or D7B represented be-
tween parentheses in the legend). After 3 days of culture, the cells were
briefly restimulated with PMA-ionomycin for staining of intracellular
IFN-� and CD4 or CD8 surface markers. Error bars are SEM (n � 3);
�, p � 0.05; ��, p � 0.01; ���, p � 0.001. These experiments were
performed three times with consistent results.
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FIGURE 5. Ag presentation is not required for the proinflammatory effect of B cells. A and B, OTII cells (T cells expressing an OVA-specific TCR)
were CFSE labeled and transferred into MHCII�/� mice (106 cells/recipients). The following day, naive B cells (D0B) or D7B cells (107 cells/recipients,
purity �98%) primed in vivo with parasites secreting OVA in the parasitic vacuole (D7(P30-OVA)B) or with the WT parental strain (D7(WT)B) were
injected into the recipients of OTII cells. Three days after B cell transfer, mice were sacrificed, spleens were collected, and the IFN-� production by the
CFSE� T cells was measured. A, Top, FACS data representing the expression of V�5 chain (expressed by OTII cells in their transgenic TCR) and CFSE
on total live splenic cells (2 � 105 cells were acquired for analysis). Numbers represent the percentage of CFSE� cells. Bottom, IFN-� expression of cells
in CFSE� gate as defined in top; numbers represent the percentage of IFN-�� cells. B, Histograms showing the average of the percentages of IFN-�� cells
in CFSE� gate measured for each sample of each group (n � 3) (left) or the absolute numbers of IFN-�� OTII cells/spleen (right). Error bar is SEM;
�, p � 0.05; ��, p � 0.01. C, D7B cells from a mix of splenic (90%) or MLN (10%) D7B cells of D7-infected WT or MHCII�/� mice were purified with
anti-CD19 magnetic beads and injected into �MT mice (107 B cells/mouse, purity �99%). Recipients were infected the following day with 35 cysts and
sacrificed at D7. IFN-� production by splenic T cells was measured by intracellular cytokine staining for CD4� cells. FACS profiles show the IFN-� expression
by cells in the CD4� gate at D7, and numbers are the percentages of IFN-�� cells (as determined with isotype control) in these gates. These experiments have
been repeated twice with consistent results, using three to four mice per group. WT, Nontransferred WT B6 mice; �MT, nontransferred �MT mice;
�MT � D7WTB, �MT mice adoptively transferred with D7WT B; �MT � D7 MHCII�/� B, �MT mice adoptively transferred with D7 MHCII�/� B.
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cells, which means that B cells did not affect T cell proliferation in
this system (data not shown).

Ag presentation by MHCII is not required for the
proinflammatory role of D7B cells

Once activated, B cells may become professional APC and con-
sequently participate in the activation of T cells via Ag presenta-

tion on MHCII molecule. To test whether D7B cells can enhance
IFN-� production by T cells during Ag presentation, the require-
ment for Ag specificity was analyzed. A total of 106 CD4� T cells
carrying a TCR specific for OVA (OTII cells) was CFSE labeled
and adoptively transferred into MHCII�/� mice, so that only the
adoptively transferred B cells could activate CD4� T cells via
MHCII. Either D0B cells, or D7B cells from mice infected with

FIGURE 6. B cell-driven production of TNF-� at D7 plays a role in the proinflammatory effect of D7B cells. A, B cells from the spleen of D7-infected
B6 mice were stained for B220, and their expression in TNF-� and IFN-� was assessed by intracellular staining. The numbers are the percentage of positive
cells for the indicated cytokine among the B220� gated population. This experiment was repeated twice with consistent results, using four mice per group.
B, Splenic B cells were positively selected for CD19 expression with anti-CD19 magnetic beads (purity �97%) at D0, D2, D4, and D7, and cultured 24 h
(2 � 105 cells/well). TNF-�, IFN-�, or CCL3 was detected by luminex assay of the culture supernatant. Error bar represents the SEM of the measure made
in triplicates. ��, p � 0.01 D7 vs D0. C, CD19� B cells from a mix of CD19� MLN and splenic cells (respectively 10 and 90%) purified with anti-CD19
magnetic beads from D7-infected WT, TNF-��/�, and CCL3�/� mice. A total of 107 B cells was injected i.v. into �MT mice that were infected 1 day
later. Seven days after infection, spleen cells were collected and stained for T cell surface markers (CD4, CD8) and intracellular IFN-�. IFN-� expression
and percentages of IFN-�� cells in CD4� (upper panel) and CD8� (lower panel) gates are shown. Data are representative of two independent experiments
with three mice per group. WT, Nontransferred WT B6 mice; �MT, nontransferred �MT mice; �MT � D7 WTB, �MT mice adoptively transferred with
D7 WT B; �MT � D7 TNF-��/� B, �MT mice adoptively transferred with D7 TNF-��/� B; �MT � D7 CCL3�/� B, �MT mice adoptively transferred
with D7 CCL3�/� B.
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cysts from an OVA-secreting strain of T. gondii (P30-OVA) or
from the WT parental strain, were adoptively transferred the fol-
lowing day. Three days later, spleens from the recipient mice were
collected and analyzed for IFN-� secretion by CFSE� T cells,
which at this point include T cells that might have started to divide
as well as nondivided cells. Adoptive transfer of P30-OVA-primed
D7B cells (OTII�D7(P30-OVA)B) and of WT-primed D7B cells
(OTII�D7(WT)B) significantly ( p � 0.05) enhanced IFN-� pro-
duction by OTII cells in recipient mice (Fig. 5, A and B), as mea-
sured by percentages of IFN-�� OTII cells or absolute numbers of
IFN-�� OTII cells, indicating that activation was required, but not
dependent upon Ag specificity.

One might argue that P30-OVA-primed B cell population did
not contain any OVA-specific cells, even though P30-OVA para-
sites are known to induce an OVA-specific T cell response (16);
thus, the enhancement of IFN-� production by OTII cells observed
could be influenced by the nominal presence of activated innate
cells transferred with B cells. To rule out this possibility, an ad-
ditional approach was developed. WT or MHCII�/� D7B cells
were transferred into �MT recipients that were infected the fol-
lowing day, and IFN-� production by T cells at D7 was measured.
If Ag presentation by MHCII was involved in the proinflammatory
effect of D7B cells, enhancement by D7B cells of IFN-� produc-
tion by CD4 T cells should be impaired by MHCII deficiency.
IFN-�� CD4 T cells were actually in higher frequency when MH-
CII�/� D7B cells were transferred, as compared with mice trans-
ferred with WT D7B cells (Fig. 5C). Taken together, these two
different experiments further support the lack of involvement of
Ag presentation in the proinflammatory role of D7B cells.

A pathogenic role of B cells in autoimmune disease has been
linked to an important role for the CD40/CD154 interactions in T
cell activation (22). The involvement of the CD40/CD154 ligation
was tested in vitro, by blockade of CD154 with the mAb MR1
during the coculture of sorted T and B cells. Disruption of the
CD40/CD154 ligation did not prevent T cell activation in terms of
IFN-� production, by D7B cells, indicating that the direct interac-
tion between the activated B and T cells was not dependent on
costimulation via CD40/CD154 (data not shown).

The proinflammatory role of D7B cells is mediated by TNF-�

To characterize D7-primed B cells, B cell-mediated production of
several cytokines and chemokines was tested using a multicyto-
kine assay. B cells sorted from the spleen (purity �97%) of naive
(D0) or D2- or D4- or D7-infected mice were cultured 24 h. TNF-�
was not quantifiable in culture supernatant until D7 (Fig. 6B). Con-
sistent with these data, intracellular staining on B cells showed that
the frequency of TNF-�� B cells increased gradually after infec-
tion (Fig. 6A).

To evaluate the importance of TNF-� in the proinflammatory
role of D7B cells, D7B cells from TNF-��/� mice were injected
into �MT mice. Recipients were infected with T. gondii 1 day
later, and IFN-� production by host splenic T cells was assessed 7
days after infection. TNF-��/� D7B cells were less efficient than
WT D7B cells to amplify IFN-� expression by T cells (Fig. 6C),
suggesting that TNF-� produced by B cells at D7 plays an impor-
tant role in the proinflammatory effect of D7B cells.

B cells produced little or no IL-12 at D7 (data not shown).
Despite a low frequency of IFN-�� cells, D7B cells release large
amounts of IFN-� (Fig. 6, A and B). However, in our model, IFN-
��/� D7B cells retained the proinflammatory role of D7B cells
when adoptively transferred into �MT mice (data not shown).

Secretion of CCL3 by D7B cells participates in the
proinflammatory role of D7B

CCL3 was also secreted in large quantities by B cells at D7 (Fig.
6B). The importance of this chemokine in the proinflammatory role
of D7B cells in vivo was evaluated. D7B cells deficient for CCL3
were injected into �MT mice, recipients were infected with T.
gondii 1 day later, and IFN-� production by host splenic T cells
was assessed. Similar to TNF-��/� D7B cells, CCL3�/� D7B
cells induced a lower expansion of IFN-�� T cells than WT D7B
(Fig. 6C). TNF-� and CCL3 produced by B cells at D7 appear thus
to participate in the proinflammatory effect of D7B cells.

Discussion
The role of B cells in T cell-mediated autoimmune diseases re-
mains uncertain. In this study, we demonstrate that B cells amplify
the splenic Th1-polarized response to T. gondii. T. gondii-infected
B6 mice develop a robust and uncontrolled Th1 response. T. gon-
dii-primed B cells, but not naive B cells, were able to increase
IFN-� production by splenic T cells in vivo. This proinflammatory
property is developed post-B cell activation. The necessity for a
direct contact interaction was demonstrated when naive and
primed T cells cultured in vitro during 3 days with activated B
cells showed an increased IFN-� production, but not when these
two populations were cultured across a transmembrane filter.

B cells have the ability to present the Ag to CD4 T cells, once
they migrate to the T cell area. Even though it has long been
thought that B cells were not required for T cell priming (23–25),
recent data show that Ag presentation provided by B cells is re-
quired for an optimal activation of T cells (26). Recent favorable
clinical trials in human autoimmune disease such as RA and mul-
tiple sclerosis using the anti-CD20 Ab rituximab further implicate
B cells as playing an important role in Ag presentation to T cells.
B cells indeed express costimulatory molecules and are thus able
to give the two signals required for T cell activation. Moreover,
CD40, mainly expressed by B cells, is required for the develop-
ment of the Th1 response to T. gondii in B6 mice (27). We thus
studied the role of Ag presentation by B cells in the activation of
T cells observed in our system.

We first investigated the requirement of Ag specificity. D7B
cells primed with WT parasites enhanced IFN-� production by
OVA-specific T cells at the same extent as D7B cells primed with
OVA-secreting parasites, despite the ability of OVA-secreting par-
asites to induce an OVA-specific T cell response (16). Thus, B cell
activation, but not Ag specificity, is required. These data were
confirmed by the equal, if not increased, ability of D7 MHCII�/�

B cells compared with D7 WT B cells to enhance IFN-� produc-
tion by splenic T cells at D7, when transferred into �MT mice.
Taken together, these findings eliminate the necessity of Ag spec-
ificity in the observed proinflammatory effect of D7B cells. More-
over, the observations of the coculture of B/T cells in the presence
of blocking Ab anti-CD154 would suggest that activation of T
cells by B cells does not require CD40/CD154 interactions.

This activation of B cells toward a proinflammatory profile is
unlikely driven by cognate interactions with CD4 T cells, as sug-
gested by the equal, if not higher, proinflammatory capacity of
MHCII�/� B cells. Activation of B cells through TLR signaling or
cross-presentation to CD8� T cells are other possible pathways.
For instance, engagement of TLR9, which plays a critical role in
the development of the Th1 response to T. gondii (28), can drive
activation of B cells without help of T cells and thus participate in
the activation of pathogenic B cells in autoimmune (29) diseases.
In addition, B cells can present Ags to CD8� T cells via MHCI
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cross-presentation (3, 4), and possibly get activated in a similar
way as in cognate interactions with CD4 T cells.

The clear change of the function of B cells that become proin-
flammatory at D7 led us to screen for possible modifications of B
cell biology. We observed that D7B cells were characterized by a
dramatic change of their phenotype as follows: whereas most naive
B cells are B220high CD23�, B cells at D7 were mainly B220high

CD23� (our unpublished observations). Additional experiments of
GFP� B cell transfers and analysis of their phenotype showed that
this change in phenotype was most likely due to a decreased CD23
surface expression by B cells, and not to a shift in B cell subsets.
Indeed, a recent study showed that IFN-� induces a down-regula-
tion of CD23 expression by B cells (30). IFN-� released by T or
B cells could explain this dramatic reduction of CD23 expression
by B cells. The shedding of CD23 from the plasma membrane is
another possibility. The soluble form of CD23 activates in vitro
monocytes to produce proinflammatory cytokines (31, 32) and has
been associated with inflammatory disorders such as RA (33–36).

TNF-� expression by B cells was also greatly increased at D7,
and TNF-��/� D7B cells were not as efficient as WT D7B cells to
increase IFN-� production by T cells at D7, implicating a possible
role for TNF-� in mediating the proinflammatory effect of D7B
cells. TNF-� is a major proinflammatory cytokine, via activation
of the NF-�B pathway, and can induce IFN-� expression and is
involved in chronic inflammatory diseases such as inflammatory
bowel disease or RA (37–39). In particular, overexpression of the
membrane-bound form of TNF-� is sufficient to induce RA in
mice (40). The necessity of contact between B and T cells for the
proinflammatory effect of B cells as demonstrated in vitro may
indicate that the transmembrane TNF-� is the major source of
TNF-� responsible for the enhancement of IFN-� expression by T
cells. In contrast to the IFN-�� D7B cells that are represented by
a low frequency and nevertheless release large quantities of IFN-�
when cultured 24 h, the frequency of TNF-�� D7B cells was rel-
atively high compared with the amount of TNF-� found in the
culture supernatant. This observation would suggest that the
TNF-� measured by intracellular cytokine staining is primarily
membrane bound and not secreted.

CCL3 is a potent chemoattractant that binds CCR1, CCR3, or
CCR5 expressed by a large panel of cell types, including T cells
(41). It is involved in autoimmune disorders such as RA (42),
inflammatory bowel disease (43, 44), or experimental autoimmune
encephalomyelitis (45). We can speculate that CCL3 secreted by
D7B cells attracts T cells and is involved in the enhancement of
IFN-� production by T cells.

These findings provide a novel insight into an alternative mech-
anism by which B cells can enhance a proinflammatory T cell
response.
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4. Résultats complémentaires: les cellules T régulatrices (CD4+, CD25+, 

FoxP3+) régulent la réponse inflammatoire des souris C57BL/6 oralement 

infectées par T. gondii 

 

L’infection orale par T. gondii déclenche une réponse inflammatoire visant à éliminer les 

parasites. Les souris C57BL/6 sont incapables de réguler cette forte réponse 

inflammatoire et succombent 7 à 10 jours après infection d’une iléite. Des mécanismes 

régulateurs de la réponse inflammatoire sont cependant activés. Par exemple, les 

lymphocytes intra épithéliaux sont recrutés dans la lamina propria et tendent à limiter 

localement la production de cytokines Th1 par la production de TGF-β {Luangsay, 

2003}. 

 

Les cellules T régulatrices (T regs) sont une population cellulaire essentielle pour la 

régulation de l’homéostasie du système immunitaire. La déplétion in vivo de ces cellules 

soit par des anticorps anti-CD25, soit par la création de souris Foxp3 KO, est corrélée à 

l’apparition de troubles auto-immuns systémiques. Par exemple, les descendants Foxp3 

KO homozygotes de souris Scurfy développent des colites spontanées. La lamina propria 

est un site privilégié pour la génération des cellules T regs, ceci étant associé à la capacité 

des cellules dendritiques (et macrophages) à métaboliser la vitamine A en acide 

rétinoïque. Il a été montré in vitro que l’acide rétinoïque, bien que facultatif pour la 

génération des Tregs, stabilise l’expression de Foxp3 lors de la stimulation de cellules T 

CD4+ par de l’IL-2 et du TGF-β.  

 

Nous nous sommes demandé si les cellules T régulatrices pouvaient réguler 

l’homéostasie intestinale dans notre modèle d’iléite induit par l’infection orale de souris 

C57BL/6 par T. gondii. Nous avons d’une part quantifié la fréquence et étudié la 

migration de ces cellules lors de la phase aigue de l’infection. D’autre part, nous nous 

sommes demandé si, comme dans le cas des lymphocytes intraé-pithéliaux, les T regs 

requièrent une phase de sensibilisation par des antigènes de T. gondii avant infection pour 

parvenir à réguler  l’homéostasie intestinale dans notre modèle. 
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4.1. Les cellules T régulatrices sensibilisées générées lors de l’infection par T. 

gondii protègent les souris contre l’iléite 

 

Nous avons dans un premier temps étudié la migration et/ou la génération des cellules T 

régulatrices dans le système immunitaire associé à la muqueuse intestinale en réponse à 

l’infection orale par T. gondii. Pour ce faire, nous avons mesuré par Facs la fréquence des 

cellules T regs dans la lamina propria et les ganglions mésentériques 3 et 5 jours après 

infection chez les souris C57BL/6 conventionnelles. Nous avons observé que les cellules 

CD4+ Foxp3+ sont abondamment présentes dans les ganglions mésentériques 3 jours 

après infection puis dans la lamina propria 5 jours après infection. Ceci indique que des 

cellules T régulatrices sont activées soit directement dans l’intestin lors de la phase aigue 

de l’infection par T. gondii, soit dans les ganglions mésentériques. Ces cellules sont  

ensuite recrutées dans la lamina propria (Résultats complémentaires ; figure A).  
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Figure A : la fréquence des cellules T régulatrices (CD4+ CD25+ Foxp3+) augmente dans les 

ganglions mésentériques et la lamina propria de souris C57BL/6 lors de l’infection orale par T. 

gondii . Des souris C57BL/6 (8 par groupe) ont été infectées oralement avec T. gondii 76K, puis 

sacrifiées aux jours 3 et 5 après infection. L’expression des marqueurs CD4 et Foxp3 par les 

lymphocytes purifiés de la lamina propria et des ganglions mésentériques a été analysée par Facs. 
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Bien que recrutant ou induisant dans la lamina propria des populations cellulaires 

immuno-régulatrices (lymphocytes intra-épithéliaux, cellules T régulatrices), les souris 

C57BL/6 succombent à l’iléite environ 10 jours après infection. Ces souris  possèdent 

une forte expression constitutive de cytokines pro-inflammatoires de type Th1. Afin de 

clarifier le rôle des cellules T régulatrices nous avons réalisé des transferts de 

lymphocytes T regs, provenant de souris naïves ou aux jours 3 et 7 après infection, dans 

des souris C57BL/6. Les cellules T régulatrices transférées (1 million de Tregs par souris 

receveuse) ont été purifiées à partir des ganglions mésentériques et de la rate de souris 

Foxp3-GFP (Green Fluorescent Protein) (pureté supérieure à 98%.) (Résultats 

complémentaires ; figure B). Les souris receveuses ont été infectées par T. gondii  24 

heures après transfert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure B : protocole de transfert dans des souris receveuses C57BL/6 de cellules T 

régulatrices provenant de souris C57BL/6 Foxp3-GFP naives (J0 Treg), 3 et 7 jours 

après infection orale par T. gondii 76K (J3, J7 Tregs). 
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L’analyse de la morbidité des souris ayant reçu des lymphocytes T regs montre que la 

sensibilisation de ces cellules par des antigènes de T. gondii leur confère une activité 

protectrice. Ainsi, au même titre que les souris contrôles, les souris C57BL/6 infectées 

ayant reçu des T regs naïfs ont perdues 16% de leur masse corporelle à jour 7, leur perte 

de poids étant initiée au cinquième jours post-infection. Les souris ayant reçu des Tregs 

sensibilisés, issues de souris infectées (J3 ou J7), ont perdues seulement 9% de leur masse 

corporelle une semaine après infection et ont initié leur perte de poids avec un délai de 24 

heures (Résultats complémentaires ; figure C). 

 

Figure C : les souris C57BL/6 infectées ayant reçu des cellules T régulatrices sensibilisées ont 

une morbidité réduite. Des souris C57BL/6 (5 par groupes) ont reçu 1 million de cellules T 

régulatrices naturelles (J0) ou adaptative (J3, J7). Vingt-quatre heures après ce transfert 

adoptif, les souris ont été infectées oralement avec 35 kystes de T. gondii 76K. La morbidité a été 

évaluée en mesurant la perte de poids.  

 

Nous avons réalisé des marquages H&E (Hematoxylyn & Emosoin) sur des coupes 

longitudinales d’intestin grêle afin de mesurer l’impact du transfert adoptif de T regs 

(sensibilisés ou non) sur l’infiltration leucocytaire de la lamina propria des souris 

C57BL/6 infectées. Sept jours après infection, les souris ayant reçu des T regs 

sensibilisés (J3 ou J7 Treg) montrent une nette réduction de la fréquence des leucocytes 
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recrutés dans la lamina propria et conservent des villosités intestinales intactes 

comparées aux souris contrôles ou ayant reçu des Tregs naïfs (Résultats 

complémentaires ; figure D). Ceci indique que l’injection de cellules T regs 

sensibilisées par des antigènes de T. gondii dans des souris C57BL/6 protège contre la 

rupture de l’intégrité de la barrière intestinale en réponse à l’infection orale par le 

parasite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure D : le transfert de T regs sensibilisés dans des souris C57BL/6 infectées protège contre 

la rupture de l’intégrité des villosités intestinales. Des souris C57BL/6 (5 par groupes) ont reçu 

1 million de cellules T régulatrices issues de souris naïves (J0) ou infectées (J3, J7). Vingt-

quatre heures après transfert, les souris receveuses ont été infectées oralement avec 35 kystes de 

T. gondii 76K. Une semaine après infection, l’iléum a été prélevé pour réaliser des marquages 

H&E sur des coupes longitudinales afin d’étudier l’intégrité de la barrière intestinale. 
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Afin de mieux apprécier la protection apportée par les transferts de lymphocytes T regs, 

nous avons étudié la balance cytokinique dans la lamina propria et les ganglions 

mésentériques des souris C57BL/6 infectées. Bien que des différences phénotypiques 

aient été précédemment observées entre les souris contrôles ou ayant reçu des T regs 

sensibilisés, aucune variation significative d’expression des cytokines Th1, Th2 et Th3 

n’a été mesurée parmi les lymphocytes purifiés de ces différents groupes. Une semaine 

après infection, nous avons toutefois observé que seuls les lymphocytes purifiés de la 

lamina propria et des ganglions mésentériques des souris receveuses de T regs 

sensibilisés (J3 ou J7) présentent une diminution de production d’IFN-γ (marqueur Th1), 

corrélée à une plus forte transcription des gènes codant pour l’IL-10 (marqueur Th2) et 

Smad3 (marqueur Th3), comparés aux lymphocytes purifiés des souris contrôles 

(Résultats complémentaires ; figure E).  
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Figure E : après infection, les souris C57BL/6 receveuses de cellules T regs sensibilisées 

pésentent une diminution de réponse Th1 corrélée à une augmentation des réponses Th2 et 

Th3. Des souris C57BL/6 (5 par groupe) ont reçu 1 million de cellules T régulatrices naïves (J0) 

ou sensibilisées (J3, J7). Vingt-quatre heures après transfert, les souris ont été infectées 

oralement avec 35 kystes de T. gondii 76K. Une semaine après infection, les cellules de la 

lamina propria ont été purifiée et les ganglions mésentériques prélevés pour mesurer 

l’expression des ARNm codant pour l’IFN-γ, l’IL-10 et Smad3 par PCR quantitative en temps 

réel . 

Lamina propria Ganglions mésentériques 
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Dans le but de confirmer le rôle protecteur des cellules T régulatrices générées en réponse 

à l’infection par T. gondii dans le modèle murin, nous avons utilisé des souris RAG1 KO 

ne produisant pas de cellules T. Ce modèle nous a permis de nous affranchir de la forte 

expression constitutive et systémique de cytokines Th1 avant infection. Nous avons 

réalisé des co-transferts de cellules T CD4+ naïves (2 millions de cellules par souris) avec 

des lymphocytes T regs naïfs ou sensibilisés (1 million de cellules par souris) dans les 

souris RAG1 KO un jour avant infection. Les cellules T régulatrices proviennent des 

rates et ganglions mésentériques de souris Foxp3-GFP (pureté supérieure à 98%) 

(Résultats complémentaires ; figure F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure F : protocole de co-transfert de cellules T régulatrices et de cellules T 

effectrices (ratio 1:2) purifiées de souris C57BL/6 Foxp3-GFP naïves (J0 Treg), ou 3 et 

7 jours après infection (J3, J7 Tregs), dans des souris RAG1 KO receveuses. 
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L’analyse du phénotype des souris RAG1 KO ayant reçu un co-transfert de cellules T 

effectrices naïves et de Treg (J0, J3 ou J7) corrobore nos observations faites lors de 

l’étude du modèle C57BL/6. 

 

Ainsi, les souris RAG1 KO transférées par des T regs sensibilisés ont une perte de poids 

limitée lors de l’infection (5% de réduction de masse corporelle à jour 7 post-infection) 

comparées aux souris infectées contrôles (18% de réduction de masse corporelle) 

(Résultats complémentaires ; figure G). Ceci confirme le rôle protecteur des T regs 

sensibilisés contre l’iléite intestinale développée par les souris C57BL/6 (ou RAG1 KO 

transférées par des cellules T effectrices naïves).  

 

 

Figure G : la perte de poids des souris RAG1 KO ayant reçu des cellules T régulatrices 

sensibilisées est réduite lors de l’infection orale par T. gondii comparée à celle des 

souris contrôles. Des souris RAG1 KO (5 par groupe) ont reçu 1 million de cellules T 

régulatrices naïves (J0) ou sensibilisées (J3, J7) avec 2 millions de cellules CD4 T 

effectrices naïves. Vingt-quatre heures après transfert, les souris ont été infectées 

oralement avec 35 kystes de T. gondii 76K. La perte de poids a été mesurée 

quotidiennement.  
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Les marquages H&E de coupes transversales d’intestin nous ont montrés que les souris 

RAG1 KO infectées (jour 7 post-infection), receveuses de cellules T effectrices et de  

T regs sensibilisés, ont une infiltration leucocytaire de faible amplitude dans la lamina 

propria (Résultats complémentaires ; figure H). Ceci est corrélé à une conservation de 

l’intégrité intestinale, phénotype non observé chez les souris RAG1 KO contrôles. Nous 

avons par ailleurs observé dans ce modèle que les T regs naïfs limitent également 

l’infiltration leucocytaire intestinale mais dans des proportions moindres que les T regs 

sensibilisés (Résultats complémentaires ; figure H).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure H : l’intégrité des villosités intestinales des souris RAG1 KO infectées ayant reçu des 

cellules T regs sensibilisées est conservée. Des souris RAG1 KO (5 par groupe) ont reçu 1 

million de cellules T régulatrices naïves (J0) ou sensibilisés (J3, J7) avec 2 millions de cellules T 

effectrices naïves. Vingt-quatre heures après transfert, les souris ont été infectées oralement avec 

T. gondii 76K. Une semaine après infection, l’iléum de ces souris a été prélevé pour effectuer un 

marquage H&E (Hematoxylyn & Emosoin) sur des coupes longitudinales afin d’observer 

l’intégrité de la barrière intestinale. 
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Le modèle RAG1 KO co-transféré avec des lymphocytes T effecteurs naïfs et des T regs 

(sensibilisés ou non) nous a permis de mettre en évidence des différences du profil 

cytokinique des souris receveuses en absence de stimulus infectieux ou 7 jours après 

infection. 

 

Nous avons mesuré la transcription des gènes codant pour l’IFN-γ par les lymphocytes 

purifiés des ganglions mésentériques et de la lamina propria des souris RAG1 KO 

receveuses. En absence de stimulus infectieux, nous avons observé que le transfert de  

T regs naïfs ou sensibilisés ne modifie pas significativement le profil Th1 dans ces deux 

compartiments cellulaires. En revanche, une semaine après infection, les lymphocytes 

purifiés de l’intestin de souris RAG1 KO receveuses de T regs sensibilisés montrent une 

nette réduction (p < 0.005) d’expression des ARNm codant pour l’IFN-γ comparées aux 

souris ayant reçu ou non des T regs naïfs (Résultats complémentaires ; figure I). Une 

tendance similaire a été observée lors de l’analyse par PCR quantitative en temps réel des 

ARNm codant pour le TNF-α et le facteur de transcription T-bet (marqueurs Th1). À la 

différence du modèle C57BL/6 décrit précédemment, le modèle RAG1 KO nous a permis 

de confirmer à l’échelle moléculaire le rôle anti-inflammatoire des T regs sensibilisés. 
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Figure I : les souris RAG1 KO infectées ayant reçu des cellules T régulatrices sensibilisées ont 

une diminution significative de la réponse Th1. Des souris RAG1 KO (5 par groupe) ont reçu 1 

million de cellules T régulatrices naïves (J0) ou sensibilisées (J3, J7) et 2 millions de cellules T 

effectrices naïves. Vingt-quatre heures après ce transfert adoptif, les souris ont été infectés 

oralement par T. gondii 76K. Une semaine après infection, les cellules de la lamina propria ont 

été purifiées et les ganglions mésentériques prélevés pour mesurer l’expression des ARNm 

codant pour l’IFN-γ par PCR quantitative en temps réel. 
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Afin de compléter l’étude du profil cytokinique des souris RAG1 KO receveuses, nous 

avons mesuré l’expression de ARNm codant pour des marqueurs Th2 (IL-10, IL-13) et 

Th3 (Smad2, Smad3) par leurs lymphocytes intestinaux.  

 

Alors que l’effet des T regs naïfs est neutre vis-à-vis de l’expression de ces cytokines 

immuno-régulatrices, nous avons observé une augmentation significative (p < 0.005) de 

leur expression dans le système lymphoïde associé à la muqueuse intestinale des souris 

RAG1 KO naïves ayant reçu des Tregs sensibilisés en complément des cellules T CD4+ 

effectrices. L’expression d’IL-10 et Smad3 est par ailleurs maintenue à un taux 

significativement plus élevé (P < 0.001) dans la lamina propria des souris RAG1 KO 

receveuses de cellules T regs sensibilisés (Résultats complémentaires ; figure J). Ceci 

confirme le rôle immuno-modulateurs des cellules T régulatrices sensibilisées par des 

antigènes de T. gondii face à la réponse inflammatoire développée en réponse à 

l’infection. La production des cytokines de type anti-inflammatoire par les T regs  et leur 

action régulatrice sur la production d’IFN-γ pourrait participer à la diminution des effets 

physiopathologiques engendrés par une trop forte réponse de type Th1 chez les souris 

C57BL/6.  
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Figure J : l’expression des cytokines Th2 et Th3 est significativement augmentée, avant et 

après infection par T. gondii, chez les souris RAG1 KO ayant des Treg sensibilisés. Des souris 

RAG1 KO (5 par groupe) ont reçu 1 million de cellules T régulatrices naturelles (J0) ou 

adaptative (J3, J7) et 2 millions de cellules T effectrices naïves. Vingt-quatre heures après ce 

transfert adoptif, les souris ont été infectées oralement avec 35 kystes de T. gondii 76K. Une 

semaine après infection, les cellules de la lamina propria ont été purifiées et les ganglions 

mésentériques prélevés pour mesurer l’expression des ARNm codant pour l’IL-10 et Smad3 par 

PCR quantitative en temps réel. 
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4.2. Les cellules T régulatrices sensibilisées expriment des marqueurs de 

trafic intestinal et produisent de l’IL-10 et du TGF-β  

 

Les cellules T régulatrices possèdent un mécanisme paracrine de régulation de la réponse 

immunitaire par la production d’IL-10 et de TGF-β. Nous avons cherché à définir si les 

différences phénotypiques observées entre les souris RAG1 KO mais aussi C57BL/6, 

ayant reçu des T regs naïfs ou sensibilisés, sont liées à une variation de production de 

cytokines immuno-régulatrices par ces cellules. Nous avons placé en culture des cellules 

T regs purifiées de la rate et des ganglions mésentériques de souris Foxp3-GFP naïves ou 

3 jours après infection (pureté supérieure à 98%). Ces cellules ont été cultivées 24h en 

milieu complet contenant de l’IL-2 et re-stimulées avec des anticorps anti-CD3 et anti-

CD25. Les concentrations d’IL-10 et de TGF-β contenus dans les surnageants de cultures 

ont ensuite été mesurées par ELISA. Nous avons observé que les T regs sensibilisés, 

purifiés de souris infectées par T. gondii, sécrètent 3 à 4 fois plus d’IL-10 et de TGF-β 

que les T regs provenant de souris naïves (p < 0.001) (Résultats complémentaires ; 

figure K). Ceci indique que la sensibilisation des lymphocytes T regs par des antigènes 

de T. gondii stimule leur production intrinsèque de cytokines immuno-régulatrices 

induisant un biais vers un profil Th2/Th3 dans le système lymphoïde associé à la 

muqueuse intestinale des souris receveuses. 
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Figure K : les cellules T régulatrices sensibilisées (J3) produisent significativement d’avantage  d’IL-

10 et de TGF-β in vitro, comparées aux cellules T regs naïves. Des cellules T régulatrices ont été 

purifiées de la rate et des ganglions mésentériques de souris C57BL/6 Foxp3-GFP, infectées ou non, 

puis placées en culture 24 heures (5.10^5 cellules par puits) et re-stimulées par des anticorps anti-CD3 / 

anti-CD25. La concentration des cytokines Th2 (IL-10) et Th3 (TGF-β) a été mesurée par ELISA. 
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Les cellules T régulatrices inhibent spécifiquement la prolifération des cellules CD4+ et 

leur production de cytokines Th1 par des mécanismes contact dépendants. Ceci implique 

un recrutement des T regs aux sites inflammés pour pouvoir exercer leur activité 

immuno-régulatrice. Des études réalisées in vivo chez la souris et in vitro ont montré que 

l’intégrine α4β7 et le récepteur aux chimiokines CCR5 contribue au trafic des cellules T 

effectrices, des cellules B activées mais aussi des cellules T régulatrices de la périphérie 

vers la lamina propria.  

 

Nous avons observé une diminution de la fréquence des leucocytes recrutés ou ayant 

proliféré dans la lamina propria des souris RAG1 KO ou C57BL/6 transférées avec des  

T regs sensibilisés (Résultats complémentaires ; figures D et H). Afin de corréler ce 

phénotype à une plus grande propension des Treg à se re-localiser au site primaire de 

l’infection par T. gondii, nous avons mesuré par Facs l’expression de marqueurs de 

domiciliation vers la lamina propria par les T regs contenus dans la circulation sanguine 

de souris C57BL/6 Foxp3-GFP infectées oralement par le parasite. Nous avons observé 

que l’expression de CCR5 et α4β7 par les lymphocytes T regs augmente graduellement 

au cours de l’infection. Trois jours après infection, nous avons mesuré une augmentation 

de l’expression des marqueurs CCR5 (phénotype reproductible bien que non significatif) 

et α4β7 (p< 0.005) par les T regs de la circulation sanguine des souris C57BL/6. Aux 

jours 5 et 7 post-infection, l’expression de ces marqueurs de domiciliation intestinale 

continue à augmenter de façon graduelle (p < 0.001) (Résultats complémentaires ; 

figure L). Ceci indique que les cellules T regs générées lors de l’infection par le 

toxoplasme acquièrent une capacité accrue à se re-localiser dans la lamina propria au 

cours de l’infection 
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Figure L : l’expression de marqueurs de domiciliation intestinale par les cellules T 

régulatrices circulant en périphérie augmentent graduellement au cours de l’infection 

de l’infection par T. gondii. Les leucocytes sanguins de souris C57BL/6 Foxp3-GFP ont 

été purifiés et analysés par Facs (1.5*10^6 évènements par groupes et marquages 

étudiés). Afin d’identifier la population de cellules T régulatrices (CD4+, CD25high, 

Foxp3+) nous avons marqué les leucocytes purifiés avec des anticorps CD4-APC et 

CD25-PECy5. Des anticorps CCR5-PE ou α4β7-PE ont été utilisés pour étudier 

l’expression de ces marqueurs de domiciliation intestinale.  
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Afin de confirmer la re-localisation des cellules T régulatrices transférées dans le modèle 

RAG1 KO, nous avons mesuré par PCR quantitative en temps réel l’expression des 

ARNm codant pour Foxp3, huit jours après transfert adoptif des Treg, chez les souris 

receveuses naïves ou infectées (Résultats complémentaires ; figure F). En absence de 

stimulus infectieux, nous avons observé que les ARNm codant pour Foxp3 ne sont pas, 

ou peu, exprimés par les lymphocytes purifiés des ganglions mésentériques des souris 

RAG1 KO receveuses de T regs naïfs. En revanche, chez les souris ayant reçu des 

cellules T regs sensibilisées, des ARNm codant pour Foxp3 sont détectés lors des PCR 

quantitatives en temps réel dans le système lymphoïde associé a la muqueuse intestinale 

des souris receveuses. Ceci indique qu’à la différence des lymphocytes T reg naïfs, les  

T regs sensibilisés injectés se re-localisent préférentiellement dans ce compartiment chez 

les souris receveuses avant infection par T. gondii (Résultats complémentaires ; figure 

M). 

 

Sept jours après infection, l’expression de Foxp3 par les lymphocytes purifiés des 

ganglions mésentériques et de la lamina propria est significativement supérieure 

(respectivement p<0.005 et p<0.001) chez les souris RAG1 KO ayant reçu des T regs 

sensibilisés (J7) comparées au souris infectées contrôles (Résultats complémentaires ; 

figure M). Ceci confirme la capacité accrue des T regs sensibilisés à se domicilier aux 

sites primaires de l’infection par T. gondii. 
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Figure M : en absence ou en présence de stimulus infectieux par T. gondii, 

l’expression  des ARNm codant pour Foxp3 est supérieure, dans les ganglions 

mésentériques et la lamina propria des souris RAG1 receveuses de T regs sensibilisés 

comparées aux souris ayant reçu des Tregs naïfs. Des souris RAG1 KO (5 par groupe) 

ont reçu 1 million de cellules T régulatrices naturelles (J0) ou adaptative (J3, J7) avec 2 

millions de cellules T effectrices naïves. Vingt-quatre heures après transfert, les souris 

ont été infectées oralement avec T. gondii 76K. Une semaine après infection, les cellules 

de la lamina propria ont été purifiées et les ganglions mésentériques prélevés pour 

mesurer l’expression des ARNm codant pour Foxp3 par PCR quantitative en temps réel. 
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Ainsi, nous avons montré que les cellules T régulatrices interviennent dans la réponse 

immunitaire au toxoplasme. Lors de la phase aigue de l’infection, des T regs sont générés 

et vont préférentiellement se domicilier au site primaire de l’infection : la lamina propria. 

Ce mécanisme de domiciliation des T regs implique l’augmentation de l’expression à leur 

surface membranaire de l’intégrine α4β7 et du récepteur aux chimiokines CCR5. Les 

cellules T regs générées et/ou recrutées dans la lamina propria ont de plus une expression 

accrue de cytokines immuno-régulatrices de type Th2 et Th3. Ceci permet aux Treg 

sensibilisés par T. gondii d’exercer une activité protectrice contre l’iléite intestinale  

lorsqu’ils sont introduit par transfert adoptif avant infection orale par le toxoplasme. 
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Lors de l’infection orale par le parasite T. gondii, la réponse immunitaire intestinale est 

un processus dynamique médié par des mécanismes cellulaires et moléculaires initiant 

et/ou régulant l’inflammation. Les différents acteurs de la réponse immunitaire 

interagissent entre eux à la fois pour combattre l’infection et pour contrôler la réponse 

inflammatoire 

 

1- Initiation de la réponse immunitaire contre T. gondii par TLR9 

 

L’activation des voies de signalisation TLR9 par le toxoplasme est une étape clé pour 

l’initiation de la réponse immunitaire de l’intestin. Dans ce modèle, la microflore 

intestinale joue un rôle amplificateur de la réponse inflammatoire, conduisant à une iléite 

létale, mais n’est pas requise pour l’activation du TLR9. L’engagement du TLR9 par T. 

gondii induit notamment la production d’IFNs de type I α et β par les cellules de la 

barrière intestinale (compartiment non hématopoïétique) et par les leucocytes de la 

lamina propria (compartiment hématopoïétique). Il en résulte une infiltration massive de 

cellules T CD4+ productrices d’IFN-γ dans l’intestin luttant contre la prolifération et la 

dissémination du parasite. L’agoniste du TLR9 présenté par T. gondii n’a cependant pas 

été identifié à ce jour (voir perspective 1 : caractérisation de l’agoniste TLR9 présenté par 

T. gondii). 

 

Dans la lamina propria, les lymphocytes B, les macrophages et les cellules dendritiques 

expriment constitutivement le TLR9 et modulent ses voies de signalisation lors 

d’infections microbiennes. À la différence des cellules dendritiques, les cellules B ont un 

faible pouvoir initiateur de la réponse immunitaire contre le toxoplasme (voir perspective 

2 : rôle des macrophages dans l’initiation de la réponse immunitaire contre T. gondii). 

L’engagement du TLR9 consécutivement à l’infection orale par T. gondii induit le 

recrutement ou la prolifération des cellules dendritiques, à la fois plasmacytoïdes (pDCs) 

et myéloïdes (mDCs), dans l’intestin. Le TLR9 intervient également dans la 

fonctionnalité des cellules dendritiques, puisque l’activation des voies de signalisation 

sous-jacentes polarise la réponse immunitaire intestinale contre T. gondii vers un profil 

de type Th1. La réponse inflammatoire, initiée par les cellules dendritiques suivant des 
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mécanismes TLR9-dépendant, fait probablement intervenir des facteurs solubles de 

l’inflammation comme l’IL-12 et les IFNs de type I (voir perspective 3 : rôles des IFNs 

de type I α et β dans la polarisation de la réponse immunitaire contre le toxoplasme). 

 

Les d’IFNs de type I renforcent par ailleurs l’activité des cellules de Paneth présentes 

dans l’épithélium intestinal. Durant la phase précoce de l’infection par T. gondii, la 

transcription des Cryptdines (Crp-3 et -5) augmente dans ces cellules qui les sécrètent 

dans la lumière intestinale, en réponse à la stimulation par les IFNs α et β issus de 

l’activation des voies de signalisation TLR9. Les Cryptdines limitent la pénétration du 

toxoplasme dans l’intestin en renforçant la réponse inflammatoire intestinale notamment 

par la production des chimiokines CCL2, CCL3 et CCL5 par les entérocytes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma théorique de la séquence des évènements aboutissant à la libération des 

Cryptdines dans la lumière intestinale en réponse à l’infection orale par T. gondii. 
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Perspective 1 : caractérisation de l’agoniste TLR9 présenté par T. gondii 

 

Les protéines membranaires (SAGs) et sécrétés (ROPs, MICs) du toxoplasme, 

intervenant dans l’adhésion et l’invasions des cellules cibles, conditionnent sa virulence. 

De plus, les mutants de T. gondii RH ΔSAG1, ΔROP16 ou ΔMIC5 induisent une réponse 

inflammatoire de faible amplitude comparée à la souche sauvage {Rachinel, 2004} 

{Saeij, 2007} {Nischik, 2001}. SAG1 serait liés directement au développement de l’iléite 

intestinale après infection orale de souris C57BL/6 {Rachinel, 2004}. 

 

Étant donné que T. gondii active directement les voies de signalisation TLR9 sans 

interventions de la flore intestinale, l’un des antigènes du toxoplasme pourrait donc être 

un agoniste du TLR9. Nous proposons d’étudier in vitro l’activation des voies de 

signalisation TLR9 de cellules HEK293, transfectées par ce récepteur, cultivées avec des 

souches de T. gondii RH mutantes ΔSAG1-3, ΔROP16-18 et ΔMIC1-7. Le traitement de 

ces mêmes cellules HEK293 par des fractions HPLC d’antigène soluble de T. gondii 

pourrait être une alternative pour identifier un agoniste du TLR9 exprimé par le 

toxoplasme dans le cas où notre banque de mutants serait insuffisante. 

 

Perspective 2 : rôle des macrophages dans l’initiation de la réponse immunitaire à T. 

gondii 

 

Nous avons étudié le rôle du TLR9 des cellules B et des cellules dendritiques dans 

l’initiation de la réponse immunitaire au toxoplasme. Les lymphocytes B n’interviennent 

pas dans ce processus. L’analyse de la réponse inflammatoire chez des souris doubles-

chimères ayant une déplétion du TLR9, spécifiquement les cellules dendritiques 

(CD11c+), nous a permis d’identifier un rôle prépondérant de ces cellules dans 

l’initiation d’une réponse inflammatoire efficace. Cependant, la protection contre l’iléite 

dans ce modèle reste partielle comparée à ce que nous avons observé chez les souris 

TLR9 KO, suggérant l’intervention d’autres cellules.  
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Il a été montré que les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigène exprimant 

le TLR9. L’une des questions qui se pose est de savoir si les macrophages participent à 

l’initiation de la réponse immunitaire contre T. gondii par des mécanismes TLR9-

dépendants. Nous projetons d’utiliser des souris C57BL/6 CD11b-DTR, dont les 

macrophages (CD11b+) peuvent être déplétés avec un traitement intra péritonéal de 

toxine diphtérique, et des souris TLR9 KO, pour réaliser des doubles-chimères possédant 

uniquement des macrophages n’exprimant pas le TLR9. Ce modèle nous permettra de 

mesurer l’intensité de la réponse immunitaire intestinale après infection orale par le 

parasite, et d’étudier l’impact sur la génération de l’iléite de la déplétion spécifique du 

TLR9 dans la population de  macrophages. 

 

Perspective 3 : rôle des IFNs de type I α  et β  dans la polarisation de la réponse 

immunitaire contre le toxoplasme 

 

La population des cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) est la plus fortement 

altérée lors de l’infection de souris TLR9 KO par le toxoplasme. Parmi les cellules 

présentatrices d’antigène exprimant le TLR9, les pDCs (ou IPC – Interferons-Producing 

Cells) ont été identifiées comme étant les principales cellules  productrices d’IFNs de 

type I en réponse à la stimulation des voies de signalisations TLRs {Svensson, 1996}. 

 

Nous souhaitons étudier le rôle des IFNs de type I α et β dans la stimulation d’une 

réponse inflammatoire contre T. gondii, mais aussi dans la génération de l’iléite. Les 

IFNs de type I partagent un unique récepteur IFNAR. Nous projetons d’infecter 

oralement par T. gondii des souris C57BL/6 IFNAR KO, de mesurer l’infiltration 

leucocytaire dans la lamina propria et de caractériser le phénotype de ces cellules (profil 

cytokinique et marqueurs de domiciliation). Afin de confirmer les résultats obtenus dans 

le modèle IFNAR KO, nous allons traiter des souris C57BL/6 sauvages avec des 

anticorps neutralisant anti-IFN-α (1-3) et anti-IFN-β pour répéter l’analyse de la réponse 

inflammatoire intestinale. Enfin, pour connaître l’impact des IFNs de type I dans la 

génération de l’iléite, nous allons traiter quotidiennement des souris Balb/c et CBA/J 

avec de fortes doses d’IFN-β murin et étudier la régulation de l’homéostasie intestinale 
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chez ces souris qui sont naturellement résistantes au développement de l’inflammation 

intestinale après infection avec le parasite. 

 

2- Amplification de la réponse inflammatoire par les cellules B et activité 

immuno-régulatrices des T regs  

 

La sensibilisation des cellules B par des antigènes du toxoplasme leur confère un rôle 

amplificateur de la réponse inflammatoire intestinale. Les cellules B matures, générées 

consécutivement à l’infection orale par T. gondii, renforcent d’une part le recrutement de 

lymphocytes T CD4+ effecteurs dans l’intestin par la production de la chimiokine pro 

inflammatoire CCL3. D’autre part, les lymphocytes B sensibilisés par des antigènes du 

toxoplasme augmentent l’expression membranaire de TNF-α. Cette cytokine pro 

inflammatoire stimule, par des interactions de contact, la production d’IFN-γ par les 

cellules T CD4+ recrutées dans l’intestin des souris infectées. 

 

Les mécanismes initiateurs et amplificateurs de la réponse immunitaire contre T. gondii 

précédemment décrits permettent le contrôle de la prolifération et de la dissémination du 

parasite. Les souris C57BL/6 possèdent différents mécanismes cellulaires régulateurs de 

cette réponse inflammatoire, comme les lymphocytes intra-épithéliaux ou les cellules T 

régulatrices (T regs) mais ces populations cellulaires ne parviennent pas à maintenir 

l’homéostasie intestinale, les souris infectées mourant d’iléite. Lorsque des cellules  T 

regs sensibilisés in vivo par des antigènes de T. gondii sont injectés dans des souris, 

préalablement à l’infection orale par le parasite, ces cellules parviennent à réguler la 

réponse inflammatoire intestinale et préviennent la génération de l’iléite.  

 

Les lymphocytes T régulateurs inhibent la prolifération des cellules T CD4+ et leur 

production de cytokines inflammatoires à la fois par des mécanismes contact dépendants 

(voir perspective 4 : mécanismes inhibiteurs des T regs sensibilisés contrôlant la réponse 

inflammatoire) mais aussi par la sécrétion locale de cytokines immuno-régulatrices. Les 

cellules T regs sensibilisées accentuent la production d’IL-10 et de TGF-β. Lorsque ces 

cellules sont transférées dans des souris receveuses avant infection, les lymphocytes 
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purifiés du système lymphoïde associé à la muqueuse intestinale modifient leur profil 

cytokinique, réduisant leur production d’IFN-γ (cytokine Th1) et augmentant celle de 

cytokines Th2 et Th3. De plus, les cellules T regs générées en réponse à l’infection orale 

par le parasite ont une expression accrue des marqueurs de domiciliation intestinale 

CCR5 et α4β7, ceci étant corrélé à une plus forte fréquence de ces cellules dans la lamina 

propria. Il a été montré que l’origine des cellules présentatrices d’antigène conditionne la 

relocalisation des cellules T régulatrices activées {Benson, 2007}. Nous n’avons 

cependant pas d’évidence direct permettant de distinguer si la fréquence accrue des T 

regs dans la lamina propria des souris infectées est uniquement due à la domiciliation de 

ces cellules dans ce compartiment, ou si cela est dû à la prolifération de cellules T 

régulatrices endogènes (voir perspective 5 : analyse de la migration et de la prolifération 

des cellules T régulatrices générées dans l’intestin de souris infectées par T. gondii). 

 

Les lymphocytes T regs représentent un outil de thérapie cellulaire à fort potentiel pour 

lutter contre les maladies inflammatoires aiguës. L’activation de l’activité de ces cellules 

est spécifique d’antigène et leur redistribution vers les sites inflammés est finement 

régulée. Dans notre modèle d’iléite induite par l’ingestion orale de kystes de T. gondii, 

nous avons montré que les cellules T regs sensibilisés in vivo possèdent une activité 

protectrice contre la pathologie intestinale. Cependant, un protocole de thérapie cellulaire 

utilisant des cellules T regs autologues sensibilisés pour lutter contre des maladies 

inflammatoires aiguës, ou des rejets de greffes, ne peut être développé uniquement si ces 

cellules parviennent également à contrôler l’homéostasie du système immunitaire dans le 

cas d’une réponse inflammatoire déjà initiée (voir perspective 6 : étude de l’effet 

thérapeutique des T regs sensibilisés introduits consécutivement à l’infection orale par T. 

gondii. 
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Schéma récapitulatif des mécanismes cellulaires et moléculaire intervanant dans le 

contrôle de l’infection par T. gondii et le maintien de l’homéostasie intestinale 
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Perspective 4 : mécanismes inhibiteurs des T regs sensibilisés contrôlant la réponse 

inflammatoire au toxoplasme 

 

Bien que nous ayons identifié une production accrue de cytokines immuno-régulatrices 

par les T regs sensibilisés, nous n’avons pas défini si l’inhibition de la réponse 

inflammatoire requiert des interactions de contact ou la sécrétion de facteurs solubles. 

Afin de caractériser les mécanismes inhibiteurs que possèdent les T regs dans notre 

modèle, nous allons réaliser des co-cultures en transwell de cellules T régulatrices, 

sensibilisées ou non, avec des cellules T CD4+ effectrices  stimulées par des billes CD3-

CD28+, ou des antigènes solubles de T. gondii présentées par des cellules dendritiques. 

Nous allons ensuite mesurer la prolifération de ces cellules effectrices (marquages CFSE) 

ainsi que leur production d’IFN-γ (marquages CD4 et IFN-γ) par Facs.  

 

Dans le cas où des interactions de contacts seraient associées à l’activité immuno-

régulatrice des cellules T regs, nous prévoyons de réaliser des co-cultures de cellules T 

regs provenant de souris C57BL/6 avec des cellules T effectrices T CD4+  provenant de 

souris actine-GFP (traitées avec du PKH26) en présence d’anticorps neutralisant anti-

CTLA-4 ou anti-TGF-β membranaire. Au même titre que le CFSE, le marquage PKH26 

permet d’analyser la prolifération cellulaire, mais sa fluorescence peut être lue sur le 

canal FL2 du Facs (le canal FL1 étant déjà monopolisé par la GFP). 

 

Perspective 5 : analyse de la migration et de la prolifération des cellules T 

régulatrices générées dans l’intestin de souris infectées par T. gondii 

 

L’analyse par Facs des cellules T régulatrices générées en réponse à l’infection orale par 

le toxoplasme nous a montré que leur fréquence dans la lamina propria augmente, de 

même que l’expression de marqueurs de domiciliation intestinale. Il nous reste cependant 

à confirmer que les T regs sensibilisés se re-localisent effectivement dans la lamina 

propria après infection par T. gondii et qu’il ne s’agit pas de la prolifération de T regs 

endogènes. 
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Nous nous proposons d’injecter dans des souris C57BL/6 Foxp3-GFP exprimant le 

marqueur congénique Ly1.1 des T regs naïfs ou sensibilisés provenant de souris Foxp3-

GFP exprimant le marqueur congénique Ly1.2 et traités avec PKH26. Après infection 

orale par T. gondii, nous allons purifier les lymphocytes de la lamina propria et analyser 

par Facs la prolifération des lymphocytes T régulateurs injectés. Ceci nous permettra de 

déterminer  si les cellules T regs retrouvées dans la lamina propria après infection 

proviennent de la périphérie.  

 

Afin d’analyser la prolifération d’une population endogène de cellules T regs, nous allons 

traiter des souris C57BL/6 Foxp3-GFP exprimant le marqueur congénique Ly1.1 avec 

PKH26. Nous allons ensuite traiter oralement ces souris avec la molécule FTY720 pour 

bloquer tout trafic cellulaire des ganglions mésentériques vers la lamina propria et 

infecter oralement ces souris avec T. gondii, 24 heures après le traitement par FTW720. 

La prolifération des cellules T régulatrices contenues dans la lamina propria sera enfin 

mesurée par Facs. 

 

Perspective 6 : étude de l’effet thérapeutique des cellules T regs sensibilisées 

introduites consécutivement à l’infection orale par T. gondii 

 

Afin de compléter l’étude de l’effet immuno-régulateur des lymphocytes T regs 

sensibilisés, nous allons tester le pouvoir protecteur de ces cellules injectées dans des 

souris 24 heures, 3 jours et une semaine après infection. Les T regs sensibilisés seront 

purifiés de souris Foxp3-GFP aux jours 3 et 7 post-infection. Les souris receveuses seront 

dans un premier temps de génotype RAG1 KO (co-transferts de T regs et de cellules T 

effectrices naïves, ratio 1:2) puis de génotype C57BL/6 afin de nous approcher de 

conditions plus physiologiques. Comme lors des études précédemment décrites 

concernant l’effet protecteur des T regs sensibilisés, nous allons étudier l’inflammation 

intestinale d’un point de vue phénotypique (morbidité et infiltration leucocytaire) et 

également d’un point de vue moléculaire (étude de la balance cytokinique des souris 

receveuses). 
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Mécanismes cellulaires et moléculaires TLR9-dépendants activés par  
Toxoplasma gondii dans le système lymphoïde associé à la muqueuse intestinale. 

 
 
Lors de l’infection orale par le parasite T. gondii, la réponse immunitaire intestinale fait 
intervenir des acteurs cellulaires et moléculaires initiateurs de l’inflammation servant à 
combattre l’infection. Cette réponse inflammatoire requiert l’intervention de mécanismes 
immuno-régulateurs pour permettre le maintien de l’homéostasie intestinale. 
 
Nous avons étudié le rôle du TLR9 dans l’initiation de la réponse immunitaire à T. 
gondii. Ce récepteur de l’immunité innée est largement distribué dans le système 
lymphoïde associé à la muqueuse intestinale, à la fois par les cellules constituant la 
barrière épithéliale et dans la lamina propria. L’expression du TLR9 est requise dans ces 
différents compartiments pour initier une réponse immunitaire protectrice contre 
l’infection par T. gondii. L’activation des voies de signalisation du TLR9, par la 
reconnaissance directe de motifs moléculaires exprimés par T. gondii, induit la 
production d’interférons (IFNs) de type I α et β dans l’intestin grêle des souris infectées. 
Ces cytokines stimulent la production de Cryptdines (Crp-3 et -5) par les cellules de 
Paneth et leur libération dans la lumière intestinale. Au-delà de leur activité anti-
microbienne, les Crps participent au recrutement de lymphocytes T CD4+ producteurs 
d’IFN-γ en renforçant la production de chimiokines inflammatoires comme CCL2, CCL3 
et CCL5. Dans la lamina propria, les cellules dendritiques initient la réponse 
inflammatoire au parasite par des mécanismes TLR9-depéndants. L’engagement de ce 
récepteur par T. gondii polarise la réponse immunitaire au parasite, induite par les 
cellules dendritiques, vers un profil Th1. 
 
Les lymphocytes B, bien qu’exprimant le TLR9, ne participent pas à l’initiation de la 
réponse inflammatoire à T. gondii. En revanche consécutivement à l’infection orale par le 
parasite, les cellules B activées amplifient d’une part le recrutement de cellules T CD4+ 
dans la lamina propria par la production de la chimiokine CCL3. D’autre part renforcent 
la production de la cytokine inflammatoire IFN-γ, par les cellules T effectrices, par des 
interactions de contact faisant intervenir leur TNF-α membranaire. La réponse 
immunitaire à T. gondii dégénère chez les souris C57BL/6 en iléite létale. Les 
lymphocytes T régulateurs sont naturellement générés au cours de l’infection. La 
sensibilisation des cellules T regs par des antigènes de T. gondii, préalablement à 
l’infection par le parasite, protège dans notre modèle de la génération de l’iléite. Les T 
regs sensibilisés ont une expression renforcée des marqueurs de domiciliation intestinale 
CCR5 et α4β7. Ils rééquilibrent la balance cytokinique dans le système lymphoïde 
associé à la muqueuse intestinale des souris infectées en limitant la production de 
cytokines Th1 par les lymphocytes purifiés de la lamina propria et renforçant leur 
production de cytokines Th2 et Th3. 
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