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Résumé 

Une immunité concomitante à long terme est mise en place lors de certaines infections 
persistantes avec des parasites protozoaires intracellulaires responsables, par exemple, de la 
leishmaniose et du paludisme. Dans un modèle murin de leishmaniose, il a ainsi été démontré 
que les cellules T régulatrices CD4+CD25+ sont impliquées dans la persistance des 
leishmanies aux sites d’infection cutanés et protègent l’hôte contre une ré-infection. 
Le protozoaire Toxoplasma gondii est également à l’origine d’une infection chronique liée à 
l’installation du parasite dans le cerveau et les muscles de l’hôte dans des formes kystiques. Il 
était donc pertinent de s’intéresser à l’implication des cellules T régulatrices dans 
l’installation et la persistance du toxoplasme. 
Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé l’anticorps monoclonal anti-CD25 dans des 
expériences de déplétion pendant la phase aiguë de la toxoplasmose après infection de souris 
non consanguines avec une souche de toxoplasmes de type II. Aucune différence significative 
que ce soit en terme de mortalité ou de charge parasitaire cérébrale n’a été observée entre les 
souris infectées et déplétées et les souris infectées non déplétées. En complément de ces 
expériences, nous avons pu montrer que les cellules régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) 
sont une cible potentielle de l’anticorps anti-CD25 ainsi que les cellules T effectrices 
CD4+CD25+Foxp3- (Teff) ; cellules qui expriment le marqueur CD25 en phase aiguë de 
l’infection. 
Ainsi, les résultats observés dans ces expériences ne permettent pas de conclure sur 
l’implication des cellules Treg dans le contrôle de l’infection toxoplasmique en modèle murin 
dans la mesure où une déplétion simultanée des cellules Treg CD25+ et des cellules Teff 
CD25+ est observée avec l’anticorps anti-CD25. 
Parallèlement, nous avons étudié le rôle des cellules Treg dans la protection des souris 
vaccinées par voie intrapéritonéale avec une souche vaccinale attenuée de type I de T. gondii 
(Mic1-3KO). Nous avons observé une forte expansion des cellules Treg au site d’infection 4 
jours après vaccination suivie par l’expansion des cellules Teff entre 7 et 11 jours après 
vaccination. Les souris vaccinées avec la souche Mic1-3KO arrivent à contrôler la parasitémie 
et survivent à l’infection tandis que les souris infectées avec la souche sauvage RH de type I 
meurent d’une forte parasitémie et d’une réponse immunitaire incontrollée. Les cellules Treg 
auraient donc, dans ce modèle de vaccination, une importance primordiale en controlant la 
réponse immunitaire cellulaire excessive observée chez la souris infectées avec la souche 
sauvage RH. 
 
Mot-clés : Cellules Treg Foxp3+, Toxoplasma gondii de Type I et Type II, Vaccination, 
Parasitémie 
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Résumé en anglais 

Long term concomitant immunity is developed in case of persistant infections with certain 
intracellular protozoan parasites as for example in leishmaniosis and malaria. In a murine 
model of leishmaniosis, it has thus been demonstrated that CD4+CD25+ regulatory T (Treg) 
cells are involved in the persistance of leishmania parasites at cutaneous sites of infection and 
protect the host against re-infection. 

The protozoan parasite Toxoplasma gondii is also responsible for a chronic infection 
associated with the settlement of parasite in the brain and the muscles of the host in the form 
of cysts. It was therefore pertinent to know about the implication of Treg cells in the 
development and the persistance of toxoplasma. To attain this objective, we have used a 
monoclonal antibody anti-CD25 in depletion experiments during the acute phase of 
toxoplasmosis after infection of outbred mice with a type II toxoplasma strain. No significant 
difference was found neither in terms of mortality nor in brain cyst load between infected and 
depleted mice and infected and non-depleted mice. In addition to these experiments, we have 
been able to show that not only the CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cells but also the 
CD4+CD25+Foxp3- T effector (Teff) cells are a potential target of anti-CD25 antibody-
depletion. These cells are induced to express CD25 during acute phase of the infection. 

Thereby the results observed in these experiments do not allow to conclude the implication of 
Treg cells in the control of toxoplasmic infection in a murine model in a condition where a 
simultaneous depletion of CD25+ Treg and CD25+ Teff cells is observed with anti-CD25 
antibody. 

At the same time, we have studied the role of Treg cells in the protection of mice vaccinated 
intraperitoneally with a type I attenuated strain of Toxoplasma gondii (Mic1-3KO). We have 
observed a high expansion of Treg cells at the site of infection 4 days after vaccination 
followed by expansion of Teff cells between 7 to 11 days post-vaccination. The mice 
vaccinated with the strain Mic1-3KO manage to control the parasitemia and survive the 
infection whereas the mice infected with the wild type strain RH parasites, die of a high 
parasitemia and of uncontrolled immune response. The regulatory T cells would thus have, in 
this model of vaccination, a vital importance in the control of excessive cellular immune 
response observed in mice infected with wild type strain RH. 

Key-words : Foxp3+ Treg cells, Type I and Type II Toxoplasma gondii, Vaccination, 
Parasitemia 
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La toxoplasmose est une zoonose mondiale. Toxoplasma gondii, un parasite 

protozoaire, provoque la toxoplasmose chez une grande variété d’hôtes, l’homme y compris. 

Presque un tiers de la population mondiale est infecté avec ce parasite. Chez un sujet 

immunocompétent, la toxoplasmose est asymptomatique dans 80% des cas. Parmi les 20% 

restants, la pathologie la plus fréquente est une inflammation ganglionnaire dont la guérison 

est spontanée après quelques mois. Les atteintes les plus graves concernent d’abord les sujets 

immunodéprimés et résultent de la réactivation d’une infection acquise antérieurement. 

Quelques cas de contamination ont aussi été décrits après transplantations d’organes 

contaminés. Enfin, la forme majeure de la maladie aigue est la toxoplasmose congénitale. 

Lorsqu’une femme se contamine pour la première fois lors d’une grossesse, les tachyzoïtes 

franchissent la barrière trans-placentaire et infectent le fœtus. La transmission congénitale du 

parasite a aussi des effets graves chez les animaux. L’avortement chez la brebis et la chèvre 

due à la toxoplasmose cause des pertes des millions d’agneaux par an en Europe. A ce jour, il 

n’y a aucun traitement pour éliminer le parasite d’un hôte infecté. De plus, il n’y a aucun 

vaccin pour prévenir l’infection chez l’homme et les vaccins utilisés chez des animaux ne 

donnent pas une protection efficace à 100% ou une immunité stérile. Face à l’impact 

important de la toxoplasmose, le développement de traitements efficaces est un enjeu 

important en médecine vétérinaire et humaine. Le développement d’un vaccin est une 

stratégie envisageable puisqu'une immunité protectrice à long terme est induite après une 

primo-infection naturelle par T. gondii. De nombreux essais de vaccination ont été effectués 

dans des modèles animaux avec des extraits parasitaires, des parasites vivants atténués, des 

protéines purifiées ou recombinantes du parasite, ou des vaccins ADN. Dans ce cadre, l'étude 

des mécanismes immunitaires impliqués dans la protection est primordiale pour la mise au 

point d'un vaccin efficace. La réponse immunitaire induite dans la toxoplasmose est 

principalement de type Th1, marquée par une production importante d’IL12 par les cellules 

présentatrices d’antigènes et la production d’IFNγ par les cellules NK, lymphocytes CD4+ et 

CD8+. 

La modulation de la réponse immunitaire de l’hôte est un phénomène exploité par 

certains parasites protozoaires pour contrôler la réponse de l'hôte et empêcher la destruction 

totale du parasite. Il y aurait plusieurs facteurs provenant de l'hôte et/ou du parasite impliqués 

dans la modulation de la réponse immunitaire. Les cellules T régulatrices (Treg) 

CD4+Foxp3+CD25+ régulent les réponses immunitaires et maintiennent la tolérance dans le 
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corps. Elles inhibent l’auto-immunité. Elles sont caractérisées par l’expression constitutive 

des marqueurs CD25 et Foxp3. La mutation (naturelle ou expérimentale) du gène Foxp3 

abroge la fonction régulatrice des cellules Treg et provoque une maladie auto-immune 

inflammatoire chez l’homme et chez la souris. Dans les maladies infectieuses, les cellules 

Treg maintiennent l'homéostasie dans le corps en diminuant l’intensité des réponses 

immunitaires fortes contre les pathogènes mais en même temps elles sont responsables en 

particulier dans les infections chroniques de la persistance du parasite. Cette capacité 

régulatrice des cellules Treg est parfois bénéfique pour l’hôte, par exemple dans la 

leishmaniose et parfois délétère pour l’hôte comme dans le paludisme et le cancer. La 

toxoplasmose est une infection parasitaire chronique. Jusqu’alors on ne connaissait pas 

précisément le rôle exact des cellules Treg dans la protection induite après infection à T. 

gondii ni dans la persistance du toxoplasme. Nous nous sommes donc intéressés au rôle des 

cellules Treg qui pourraient être responsables de la persistance de T. gondii dans ses hôtes. La 

connaissance des mécanismes exacts impliqués dans cette persistance nous permettrait 

d'envisager d'intervenir sur les populations responsables de ce maintien pour pouvoir 

augmenter la réponse pour développer un vaccin efficace. 

Le rôle des cellules Treg chez la souris infectée par T. gondii n’était pas étudié aux 

débuts de ces travaux et c'est ce rôle dans la réponse protectrice induite qui a fait l'objet de ces 

travaux de thèse. 

Les travaux de cette thèse sont complémentaires des études effectuées au sein de 

l'unité UMR 483. L’objectif prioritaire des travaux de l'Unité est la conception et la réalisation 

de vaccins contre les Apicomplexa. La compréhension des systèmes inducteurs et effecteurs 

de l’immunité de protection s’intègre dans une approche rationnelle de la vaccination. La 

caractérisation des réponses protectrices après différentes stratégies de vaccination avec des 

protéines majoritaires du parasite ainsi que le rôle des cellules dendritiques dans l’induction 

de la réponse immunitaire protectrice sont les sujets de recherche principaux en cours dans 

l’UMR.  

Le modèle d'étude privilégié de l'unité est une infection qui mime la voie naturelle à 

savoir l'infection orale par une souche de toxoplasme de type II. Un autre modèle est 

l'utilisation d'une souche vivante atténuée "candidat-vaccin" pour étudier la réponse 

protectrice induite. 

Pour atteindre cet objectif, nous avons choisi d'étudier le rôle des Treg dans un modèle 

murin de toxoplasmose chez la lignée non consanguine de souris OF1. Ces souris ont une 
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grande variabilité génétique individuelle ce qui est plus représentatif des populations ovines 

ou humaines qui sont les cibles de la toxoplasmose. Nous avons étudié le rôle des Treg dans 

deux modèles dans lesquels l'infection est controlée.  

D'une part, nous avons utilisé la souche sauvage 76K de type II dans un modèle 

d'infection orale qui mime une infection naturelle. Dans ce cas, le parasite est rapidement 

controlé après infection et établit une infection chronique chez son hôte. Dans le deuxième 

modèle, les réponses immunitaires contre une souche vaccinale protectrice et la souche 

sauvage dont elle dérive (létale) ont été comparées. La souche sauvage est la souche RH de 

type I. La souche vaccinale atténuée (Mic1-3KO) a été obtenue au sein de l’Unité en délétant 

deux gènes de micronèmes Mic1 et Mic3 à partir de la souche RH. 

La première stratégie retenue a été de regarder l'effet de la déplétion des Treg au cours 

d'une infection mimant l'infection naturelle avec la souche de type II. Nous avons choisi une 

technique de déplétion des cellules Treg en injectant un anticorps monoclonal anti-CD25. 

Après avoir mis en évidence l'efficacité de la déplétion des cellules CD4+CD25+ chez les 

souris naïves, nous avons utilisé l’anti-CD25 pour dépléter les cellules Treg chez les souris 

infectées. De forts taux de mortalité ont dans ce cas été observés. Les examens post mortem 

des souris infectées et déplétées ont montré que les souris avaient une iléite, comme ce qui est 

observé chez les souris C57BL/6 (naturellement sensibles) infectées avec une dose létale de la 

souche 76K. Les injections d'un anticorps contrôle aux souris infectées ont montré qu’il n’y 

avait pas de différence significative de survie chez les souris infectées recevant soit l’anti-

CD25 soit son contrôle isotypique. Ces résultats ont montré que la mortalité n’était pas due à 

la déplétion des cellules Treg puisque l'on observe des résultats similaires sur la survie en 

utilisant l’isotype contrôle. Nous avions utilisé dans ces premières expériences des anticorps 

obtenus après précipitation au sulfate d’ammonium. L'hypothèse la plus vraisemblable pour 

expliquer la mortalité des souris est la présence d'un contaminant qui entrainerait une 

inflammation qui en présence des parasites aggraverait l'inflammation déjà induite par le 

parasite. Nous avons présenté les résultats des travaux dans l’article-I de cette thèse. 

Par la suite, nous avons purifié les anticorps, par chromatographie d'affinité. Les expériences 

faites avec les anticorps purifiés ont montré une absence de mortalité chez les souris témoin 

injectées avec l’isotype et une mortalité non significative chez les souris déplétées avec l’anti-

CD25. Les résultats présentés dans l’article II sont les résultats des expériences faites avec les 

anticorps purifiés. On observe une surproduction de l’IL-12p70 systémique après les 

injections de l’anti-CD25 mais on ne trouve pas de différence de charge parasitaire entre les 
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souris déplétées ou non déplétées. De plus, il est à noter que l’anti-CD25 dépléte les cellules T 

effectrices (Teff) CD25+ même si la cible privilégiée de la déplétion reste les cellules Treg 

CD25+. 

Globalement, la déplétion des Treg dans ce modèle d'infection naturelle n'a pas eu de 

conséquences sur le développement de la maladie. De plus, nous avons montré que la 

déplétion n'est pas un outil adapté dans ce modèle d'infection puisque le nombre de cellules 

CD25+ effectrices augmente après l'infection. 

Dans le dernier volet de notre travail, nous avons étudié le rôle des cellules Treg dans 

la protection après une vaccination avec une souche vivante atténuée Mic1.3KO. Nous avons 

adopté une autre stratégie et nous avons quantifié les cellules Treg au niveau local (péritoine) 

et systémique (rate) après marquage avec l'anticorps anti-Foxp3 spécifique des Treg. Nous 

avons comparé les réponses entre la souche vaccinale et la souche sauvage. Nous avons pu 

mettre en évidence une expansion au niveau local du nombre de cellules Treg 4 jours post 

infection préférentiellement chez les souris infectées avec la souche vaccinale. Cette 

expansion est suivie au niveau local par une expansion de cellules T effectrices entre j4 et j11 

post infection. Cette expansion des Teff au niveau local est corrélée à un contrôle de la 

parasitémie chez les souris vaccinées contrairement aux souris infectées avec la souche 

sauvage dont le nombre de parasites augmente exponentiellement à partir du jour 4 post 

infection jusqu'à la mort de la souris entre j8 et j10. Chez ces souris, on observe également 

des signes d'une réponse immunitaire (RI) non contrôlée à partir de j7 avec des taux 

importants d'IFNγ au niveau systémique (rate et sérum) et un taux fort d'expression de CD69 

par les splénocytes. Les souris infectées par la souche sauvage seraient donc incapables de 

contrôler la RI induite par l'infection mais aussi incapables de contrôler la parasitémie. 

L'expansion des Treg observée chez les souris vaccinées pourrait jouer un rôle important dans 

la protection. 
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A. Toxoplasma gondii 

I. Rappels historiques 

Toxoplasma gondii (T. gondii) est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire (Sabin et 

Olitsky 1937). T.gondii a été découvert en 1908 par Nicolle et Manceaux chez un rongeur 

"Ctenodactylus gundi" à l’Institut Pasteur de Tunisie (Nicolle et Manceaux 1908, Nicolle et 

Manceaux 1909) et chez le lapin par Splendor au Brésil (Splendor 1908). T. gondii provoque 

une infection appelée toxoplasmose. C’est entre 1920 et 1930 que sont décrits les premiers cas 

de toxoplasmose humaine (toxoplasmose congénitale avec manifestations oculaires en 1923, 

un cas d’encéphalite chez un enfant en 1939). Le diagnostic de la toxoplasmose chez 

l’Homme a été effectué pour la premiere fois en 1939 (Wolf et al. 1939). La mise au point 

d’un diagnostic le "‘Dye Test"’ (réaction de Sabin et Feldman) a permis de calculer les 

séroprévalences très importantes de ce parasite chez l’Homme dans les années 1940.  

Le rôle de la consommation de viande insuffisamment cuite dans l’infection humaine n’a été 

clairement identifié que dans les années 1960 (Desmonts et Couvreur 1965). Et ce n’est qu’en 

1969 que l’identification du chat comme hôte définitif abritant les oocytes a permis de 

reconstituer le cycle du parasite pour comprendre ainsi le cycle d’infection des herbivores 

(Hutchison 1965, Frenkel et al. 1969). 

 

II.  Description du parasite 

T. gondii est un protozoaire appartenant à l’ordre des coccidies, phylum des apicomplexes, 

responsable d’une infection très répandue dans le règne animal chez tous les animaux 

homéothermes, y compris l’Homme. C’est un parasite intracellulaire obligatoire. Outre les 

organites cellulaires communs aux autres cellules eucaryotes (noyau, mitochondrie, appareil 

de Golgi et réticulum endoplasmique), T. gondii possède des organites impliqués dans le 

processus d’invasion cellulaire et deux organites originaux, l'apicoplaste et l'acidocalsisome. 

L'apicoplaste ressemble à un plaste ayant perdu ses fonctions de photosynthèse. Cet organite 

aurait été acquis par un ancêtre du phylum des apicomplexes par double endosymbiose d’une 

algue verte. Son rôle exact est encore mal connu. (Fig. 1). 
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Figure 1: Structure d’un bradyzoïte en microscopie électronique d'après Dubey et al. 1998 

Am = granules amylopectine; Ce = centrioles; Co = Conoïdes; Dg = granules électron dense: 

Ga = apicoplaste; Go = complexe de Golgi; Im = complexe de la membrane interne; Mi = 

mitochondrie; Mn = Micronèmes; Nu = noyau; Pm = membrane plasmique; Rh = rhoptries. 
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L’acidocalcisome est un organelle acide, dense aux électrons et riche en pyrophosphate, 

polyphosphate, calcium, magnésium, sodium, et zinc. Sa membrane contient de nombreux 

systèmes de transport.  

Le toxoplasme présente au cours de son cycle trois stades infectieux : les tachyzoïtes, les 

bradyzoïtes et les sporozoïtes (Dubey et al. 1998) (Fig. 2) 

1. Tachyzoïtes 

Les tachyzoïtes sont trouvés chez les hôtes intermédiaires ainsi que chez les hôtes définitifs. 

Le tachyzoïte (Frenkel 1973) aussi appellé trophozoïte est la forme découverte en 1908 dans 

le Ctenodactylus gundi. Les tachyzoïtes sont la forme de multiplication rapide du parasite, 

c’est pour cela qu’il porte le nom de tachyzoïte du grec « tacho » qui signifie rapide (Frenkel 

1973, Meissner et al. 2002). 

Le tachyzoïte a une forme de croissant, d’une taille approximative de 2 x 6 µm. Le tachyzoïte 

est luniforme. Son extrémité antérieure est effilée et son extrémité postérieure arrondie. La 

partie antérieure présente une structure caractéristique du phylum des apicomplexes : le 

complexe apical qui comporte le conoïde et les organelles sécrétoires (micronèmes, rhoptries, 

granules denses) (Fig. 1 et Fig. 2C). L’enveloppe du tachyzoïte est composée de 3 

membranes, une membrane plasmique et 2 membranes juxtaposées formant un complexe 

membranaire interne constitué de vésicules aplaties. Cette membrane interne est discontinue 

au pôle antérieur et au pôle postérieur. Le tachyzoïte est le stade de multiplication rapide du 

toxoplasme, lors des phases actives de l’infection. Il se divise en deux par un processus 

spécialisé appelé endodyogenie. Chaque division s’effectue en 6 à 9 heures.  

2. Kystes infectieux contenant les bradyzoïtes 

Le bradyzoïte appellé aussi cystozoïte est la forme latente de T. gondii trouvée dans les kystes 

tissulaires (Frenkel 1973). Leur multiplication est lente. Les kystes siègent préfèrentiellement 

dans le système nerveaux central et les muscles (striés et myocarde). Les kystes peuvent aussi 

se développer au sein de l’oeil ou des viscères. Ils persistent tout au long de la vie de l’hôte. 

Un kyste peut contenir de deux bradyzoïtes jusqu’à trois milles bradyzoïtes avec un diamètre 

de 5 à 100µm. Le paroi kystique est détruite par la pepsine ou la trypsine mais les bradyzoïtes 

libérés dans l’intestin sont résistants aux digestions enzymatiques. C’est pour cela que la 

transmission par la consommation de viande crue ou mal cuite est la voie de contamination la 
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Figure 2: Différents stades du parasite 

Oocyste non sporulé (A), oocyste sporulé (les flèches indiquent les sporozoïtes) (B), 

tachyzoïtes (C) et bradyzoïtes (D) dans un kyste (la flèche indique la double paroi du kyste) 

d’après Dubey et al. 1998 et Brossier et al. 2008 
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 plus probable chez l’Homme. La forme du bradyzoïte ressemble à un croissant d’une taille de 

7 x 1.5µm mais il diffère un peu des tachyzoïtes. Le noyau a une situation plus postérieure 

dans les bradyzoïtes par rapport aux tachyzoïtes. Les bradyzoïtes contiennent beaucoup de 

granules d’amylopectine que l’on trouve rarement chez les tachyzoïtes. La paroi du kyste 

tissulaire est fine (0,5µm d épaisseur) (Fig. 2D).  

3. Oocystes sporulés contenant les sporozoïtes 

Les sporozoïtes, formes résultant de la multiplication sexuée du parasite, sont contenus dans 

une structure résistant aux conditions extérieures, l’oocyste (Fig. 2B).  

Les oocystes se développent chez l’hôte définitif avant d’être excrétés dans le milieu extérieur 

où ils sporulent et peuvent persister plusieurs mois tout en gardant leur pouvoir infectieux. 

Les oocystes non sporulés ont une structure sphérique de 10 à 12 µm de diamètre alors que la 

forme sporulée mesure de 11 à 13 µm. 

Le cytoplasme d’un oocyste sporulé a un grand noyau avec un nucléole distinct et un 

nucléoplasme amorphe. Cet oocyste est limité par une membrane unitaire contenant peu de 

micropores. Le noyau se divise deux fois, donnant ainsi quatre noyaux, situés à la périphérie 

de l’oocyste non sporulé. Lors de cette étape, une seconde membrane se forme. Une fois le 

cytoplasme divisé, deux sporoblastes sphériques sont constitués, chacun avec deux noyaux. 

Par la suite, les sporoblastes s’allongent, devenant ainsi des sporocystes. Les deux membranes 

externes des sporoblastes deviennent la couche externe de la paroi des sporocystes et le 

plasmalemme de la masse cytoplasmique devient la couche interne. La formation des 

sporozoïtes débute avec l’apparition de deux plaques denses aux deux extrémités du 

sporocyste. Chaque noyau se divise en deux et est incorporé dans l’une des plaques denses en 

cours d’élongation. Ainsi, les oocystes sporulés contiennent deux sporocystes en forme 

d’ellipse de 6 à 8 µm et chaque sporocyste renferme quatre sporozoïtes (Dubey et al. 1998). 

L’ultrastructure du sporozoïte est similaire à celle du tachyzoïte bien que le sporozoïte soit 

plus riche en micronèmes, rhoptries et granules d’amylopectine (Dubey et al. 1998).  

Ce sont les sporozoïtes qui pénètrent la paroi intestinale des hôtes après l’ingestion des 

oocystes sporulés. (Dubey et al. 1998). 

La paroi de l’oocyste sporulé est constituée de trois couches : une couche externe dense aux 

électrons, une couche moyenne réfringente et une couche interne moyennement dense, tandis 

que celle du sporocyste compte deux couches : une fine couche externe dense aux électrons et 

une couche interne encore plus fine moyennement dense (Speer et al, 1998). 
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III.  Cycle de vie 

T. gondii a deux types d'hôtes ; des hôtes définitifs et des hôtes intermédiaires. 

Le cycle du parasite comprend une multiplication sexuée chez l’hôte définitif et asexuée, chez 

les hôtes définitifs et intermédiaires. Tous les félidés sont les hôtes définitifs (chat, jaguar, 

puma). La phase sexuée a lieu seulement chez les hôtes définitifs tandis que la phase asexuée 

peut avoir lieu chez le chat aussi bien que chez les hôtes intermédiaires.Tous les animaux à 

sang chaud y compris les oiseaux et les mammifères terrestres et marins (Lehmann et al. 

2006, Stieve et al. 2010, Dubey et al. 2010, de Godoi et al. 2010) sont des hôtes 

intermédiaires (Fig. 3). 

 

1. Phase sexuée 

Les hôtes définitifs, chez lesquels a lieu le cycle sexué du parasite, sont définis par la 

famille des félidés. Le chat est certainement l’espèce la plus représentative en ce qui concerne 

le portage de la toxoplasmose. Chez le chat domestique, la contamination naturelle a lieu 

rapidement après le sevrage par ingestion de kystes tissulaires dans les proies infectées, 

comme les petits mammifères ou les oiseaux. D’après des études épidémiologiques, 43 % des 

chats adultes étaient infectés par T. gondii en France, à la fin des années 90. La 

séroprévalence varie avec l’âge et est plus importante chez les chats errants qui chassent leurs 

proies que chez les chats domestiques qui sont nourris avec des aliments en conserve (Tenter 

et al. 2000). 

Le cycle sexué a essentiellement été décrit suite à une contamination par des kystes 

tissulaires. Dans les intestins du chat, les bradyzoïtes libérés envahissent les cellules 

entéroépithéliales afin d’y effectuer leur multiplication asexuée. 

La différenciation sexuée en macrogamétocytes femelles ou en microgamétocytes mâles 

débute trois à quinze jours après la contamination. Dans la lumière intestinale, les 

microgamétocytes libèrent des microgamètes mâles flagellés qui peuvent alors fertiliser les 

macrogamètes femelles contenus dans les cellules entéroépithéliales. Des oocystes immatures 

sont libérés des cellules épithéliales et rejetés quotidiennement dans les fèces du chat. Ils ne 

sont pas directement infectieux pour les animaux ou les humains. Le développement du 

caractère infectieux, ou sporulation, prend de un à vingt-et-un jours sous des températures de 

11 à 25 °C et des conditions d’humidité suffisantes (Dumètre et Dardé 2003). 
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Des infections expérimentales ont montré que les félidés excrètent des oocystes dans 

les fèces trois à dix jours après ingestion de bradyzoïtes, dix-huit jours après ingestion 

d’oocystes sporulés et treize jours après ingestion de tachyzoïtes (Dubey et al. 1998). 

Un chat peut produire plusieurs millions d’oocystes, la plupart du temps sans signes cliniques, 

après l’ingestion d’un seul kyste tissulaire. Cependant, cette excrétion a lieu sur une courte 

durée (une à deux semaines) dans la vie du chat. On estime qu’à un moment donné et dans 

une population donnée, 1 % à 2 % des chats excrètent des oocystes, ce qui est suffisant pour 

assurer une contamination efficace du milieu extérieur (Hill et Dubey 2002, Dumètre et Dardé 

2003). 
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Figure 3 : Cycle du toxoplasme modifié d'après Aliberti 2005 

Cycle : http://www.nature.com/scitable/content/toxoplasma-gondii-life-cycle-14465566  

(site Web visité le 04-11-2011) 
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2. Phase asexuée 

La reproduction asexuée du parasite T. gondii commence quand un hôte intermédiaire ingère 

des kystes tissulaires ou des oocystes sporulés. Juste 2 heures après l’ingestion d’oocystes 

sporulés, on retrouve les sporozoïtes dans leurs vacuoles parasitophores dans les entérocytes, 

et 4 heures après, les parasites sont retrouvés dans la lamina propria (LP). On ne retrouve pas 

les parasites à ce moment dans les lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) (Dubey et al. 1997). 

Les bradyzoïtes libérés après l’ingestion des kystes tissulaires, envahissent les cellules 

épithéliales intestinales avant de se multiplier et d’être convertis en tachyzoïtes. Dans 12 

heures après l’infection, une grande majorité des sporozoïtes est transformée en tachyzoïtes 

suivie par leur multiplication rapide par endodyogénie dans les entérocytes en particulier. 

L’endodyogénie se prolonge 24-48 heures après l’infection. Ensuite, une énorme quantité de 

tachyzoïtes extracellulaires sont libérés après la lyse des cellules parasitées et sont détectables 

dans la LP (Dubey et al. 1997, Speer et Dubey 1998). Ces tachyzoïtes envahissent ensuite les 

cellules adjacentes, les cellules intraépithéliales (LIE) et les cellules du système 

réticulohistiocytaire, permettant la dissémination rapide des parasites dans le corps de l’hôte. 

Cette dissémination marque la phase aïgue de l’infection. Le système immunitaire de l’hôte 

immunocompétent élimine la grande majorité des tachyzoïtes. Le reste des tachyzoïtes 

migrent vers les autres tissus pour se convertir en bradyzoïtes conduisant à la formation des 

kystes intracellulaires au sein de ces même tissus. Les bradyzoïtes continuent à se multiplier 

par endodyogénie dans les kystes mais beaucoup plus lentement (Dubey et al. 1997). Les 

principaux tissus contenant les kystes sont le cerveau, le système nerveux central, l’œil, les 

muscles cardiaques et squelettiques. Les organes visceraux comme le foie, les poumons, les 

reins, peuvent aussi contenir des kystes mais en plus faible quantité (Dubey et Thulliez 1993, 

Dubey et al. 1997). Ces kystes marquent l’étape terminale du cycle de reproduction chez 

l’hôte intermédiaire et sont directement infectieux au contraire des oocystes qui ont besoin 

d’une sporulation. Ces kystes persistent toute la vie des hôtes sans pour autant créer des 

réactions inflammatoires. Cependant l’hypothèse admise est que les kystes tissulaires doivent 

se rompre assez régulièrement, libérant des bradyzoïtes qui vont rapidement se convertir en 

tachyzoïtes pour une nouvelle dissémination dans l’hôte pour être à nouveau transformés en 

bradyzoïtes qui vont donner naissance à de nouveaux kystes tissulaires (Dubey et al. 1997 et 

1998, Frenkel et Dubey 2000, Black et Boothroyd 2000). 
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IV.  Différentes souches de T. gondii 

Les analyses faites avec les techniques de biologie moléculaire ont montré que la plupart des 

isolats de T. gondii chez l’Homme et chez les animaux en Amérique du Nord et en Europe 

sont classés principalement en trois lignées clonales, appellées souches de Type 1, Type II et 

Type III (Ajzenberg et al. 2004, Howe et Sibley 1995, Sibley et Boothroyd 1992). En outre, il 

y a des souches atypiques et recombinantes produites par recombinaisons entre les 

populations clonales des trois types (Sibley et al. 1992, Howe et Sibley 1995). Ces types sont 

basés sur le génotype des isolats et les caractères associés de virulence, pathogénicité, 

capacité de migration et de transmigration à travers les barrières biologiques (Barragan et 

Sibley 2002), la vitesse de multiplication en culture cellulaire et la possibilité de 

transformation in vitro des tachyzoïtes en bradyzoïtes aboutissant à la formation des kystes 

(Soete et al. 1993). Il n’y a pas d’énormes différences géographiques entre les souches isolées 

d’Amérique du Nord et d’Europe. De même, les isolats trouvés soit chez l’Homme soit chez 

l’animal en Amérique du Nord et en Europe, sont similaires. Malgré la propagation clonale 

des trois lignées, il y a une haute similarité entre eux. Il n’y a qu’une différence de 1% en 

ADN entre ces 3 souches (Howe et Sibley 1995). 

I. Souches classiques du T. gondii 

a. Type I 

Le premier isolat de la souche RH à partir d’un patient humain était très virulent chez les 

souris (Sabin 1941). Aujourd’hui une vingtaine de souches ont été isolées à partir d’infections 

d’animaux et d’humains, toutes similaires en terme de virulence chez la souris (comme GT1, 

VEL) (Howe et Sibley 1995). Ces souches très virulentes chez la souris sont classées comme 

les souches de type I. L’infection chez la souris par les souches de type I est mortelle dans la 

phase aiguë de l’infection. La dose léthale (DL)100 des souches de type I est de 1 tachyzoïte 

viable qui provoque la mort des souris en moins de 10 jours avec une haute parasitémie. Ces 

souches sont non virulentes chez le rat et parfois sont complétement éliminées par leur 

système immunitaire (Zenner et al. 1999). Les souches de type I ont une capacité de migration 

et de transmigration à travers des barrières biologiques ex vivo supérieure à celles des types II 

et III. Leur multiplication in vitro est trois fois plus rapide que celle des souches de type II et 

III. La transformation en bradyzoïtes et la formation des kystes est faible. Chez la souris, ces 

souches induisent énormément de cytokines pro-inflammatoires comme l’IFNγ et donc sont 
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responsables de manifestations cliniques sévères (Gavrilescu et Denkers 2001, Mordue et al. 

2001). Les souches de type I sont trouvées, en générale chez l’Homme et rarement chez les 

animaux. Ces souches provoquent une toxoplasmose chez les sujets immunodéprimés comme 

par exemple chez les malades du SIDA (Khan et al. 2005) et sont aussi à l’origine de certains 

cas de toxoplasmose congénitale (Fuentes et al. 2001). Les souches de type I sont aussi 

associées aux infections oculaires acquises (Boothroyd et Grigg 2002).  

b. Type II 

Les souches de virulence moyenne sont incluent dans la catégorie des souches de type II 

comme les souches 76K, ME49, DEG, PIH et sont responsables de la toxoplasmose chronique 

chez la souris. Elles ne sont pas mortelles dans la phase aiguë de la toxoplasmose sauf chez 

les souris naturellement sensibles comme les souris C57BL/6 ou dans le cas d’une infection 

avec une forte dose. La DL100 des souches de type II est 103. Les souches de type II sont à 

l’origine de la plupart des infections chez l’Homme et chez les animaux domestiques (Howe 

et Sibley 1995, Gross et al. 1997). La formation des bradyzoïtes et des kystes in vitro est 

supérieure par rapport aux souches de type I mais la capacité de migration et de 

transmigration à travers des barrières biologiques ex vivo est inférieure à celles de type I. Les 

souches de type II sont capables de produire des kystes dans les modèles d’infection animale 

et sont souvent liées aux infections des animaux de rentes (Mondragon et al. 1998, Owen et 

Trees 1999). C’est pour cela que les souches de type II sont à l’origine de la plupart des 

infections chez l’Homme (Sibley et Ajioka 2008). Des études faites en Amérique du Nord et 

en Europe, montrent que dans la plupart des cas de toxoplasmose chez l’Homme (soit 

congénitale, soit chez les sujets immunodéprimées), la souche de type II est responsable de 

l’infection (Ajzenberg et al. 2002, Dardé et al. 1992, Howe et al. 1997, Howe et Sibley 1995, 

Richomme et al. 2009). Les souches de type II seraient responsables de la majorité des cas de 

toxoplasmose oculaire en France (Fekkar et al. 2011). 

c. Type III 

Les souches de T. gondii qui sont avirulentes chez le souris, sont inclues dans la catégorie de 

souches de type III (comme VEG, CTG, STRL). On les trouve rarement dans les populations 

étudiées. Les souches de type III sont fréquentes chez les animaux mais elles ne sont pas 

associées à la maladie (Howe et Sibley 1995). Une étude récente montre que la plupart des 

souches isolées des animaux infectés en Afrique, appartenaient au génotype de type III 
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(Mercier et al. 2010). Chez l’Homme, les infections dues aux souches de type III sont rares et 

sont liées à la présence d’une immunosuppression. 

2. Souches recombinantes et atypiques 

Bien que la plupart des souches de T. gondii trouvées en Amérique du Nord et en Europe 

appartiennent à l’un des trois génotypes principaux, de rares isolats qui ne correspondaient 

pas à ces génotypes ont été isolés. Ils sont classés dans les souches exotiques ou atypiques et 

contiennent un mélange d’allèles ou des nouveaux allèles entiers sur certains loci (Ajzenberg 

et al. 2002, Howe et Sibley 1995, Sibley et Boothroyd 1992). Globalement, les souches 

recombinantes (contenant les mélanges des génotypes de 3 populations clonales) représentent 

moins de 5% des souches totales (Howe et Sibley 1995). Bien que T. gondii ait un mode de 

reproduction sexué, il profite rarement de ce mode de reproduction en terme d’échanges 

génétiques. D’après le nombre d’allèles trouvés sur les loci multiples (Howe et Sibley 1995), 

on pourrait avoir plus de 1500 génotypes distincts mais au contraire, il n’y a qu’environ 20 

génotypes distincts observés (Sibley et Ajioka 2008). Plusieurs facteurs pourraient jouer un 

rôle dans ce phénomène. La forte réponse immunitaire de l’hôte ne permet pas l’infection de 

plusieurs souches de T. gondii en même temps (Reikwam et Lorentzen-Styr 1976). Prenant en 

compte la courte durée de gamétogonie (Dubey et al. 1970), il y aurait très peu de chats 

infectés simultanément avec plusieurs souches de T. gondii, diminuant la possibilité 

d’échanges génétiques. La transmission directe entre les hôtes intermédiaires limite la 

possibilité d’échange génétique. Ces facteurs permettent à certaines souches de T. gondii de se 

multiplier énormément (Sibley et Ajioka 2008).  

En Afrique, on a surtout identifié, chez les quelques cas humains étudiés, des souches issues 

de recombinaisons entre les génotypes de types I et III (type I/III). Les toxoplasmoses 

oculaires acquises sont pour la plupart dues à des souches de type I ou de type I/III. Par 

ailleurs, en Amérique du Sud, les souches atypiques semblent être les plus représentées. Elles 

ont été isolées à partir de différents animaux de rente (poulet, chat, cheval), de porc au Brésil 

(Belfort-Neto et al. 2007). Récemment, elles ont également été identifiées chez environ 40% 

des moutons testés aux USA (Dubey et al. 2008). Les souches atypiques ont étés isolées à 

partir d’animaux sauvages ; singes-écureuils (Carme et al. 2009), loutres en Californie 

centrale (Miller et al. 2004, Conrad et al. 2005), jaguar en guyane française (Demar et al. 

2008). Chez l’Homme, ces souches ont été isolées lors de cas de toxoplasmose humaine 
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sévère chez des patients immunocompétents en Guyane (Carme et al. 2002) et pendant une 

épidémie de toxoplasmose au Surinam (Demar et al. 2007). 

De plus, un cas exceptionnel de réinfection survenue chez une mère séropositive pour la 

toxoplasmose avant sa grossesse a été décrit récemment en France (Elbez-Rubinstein et al. 

2009). Elle s’était réinfectée vraisemblablement après la consommation de viande de cheval 

importée d’Amérique du Sud. La souche isolée à partir du sang du nouveau-né présentait un 

génotype atypique, peu commun en Europe, qui avait décrit en Amérique du Sud. Cette étude 

suggère que l’immunité acquise contre des souches européennes de toxoplasme peut ne pas 

protéger contre la réinfection par des souches atypiques transmises lors de voyages hors de 

l’Europe ou par la consommation de viande importée. Bien qu’il n’y ait pour l’instant aucun 

lien bien établi entre les différents génotypes et leur virulence chez l’Homme, ces cas de 

toxoplasmose sévère chez des patients immunocompétents doivent être considérés avec 

attention.  

3. Haplogroupes de T. gondii 

Les analyses phylogénétiques sur l’ensemble des souches d’Amérique du nord, d’Amérique 

du sud et d’Europe montrent qu’il y a 11 haplogroupes distincts de T. gondii selon le 

polymorphisme dans les introns (Khan et al. 2007, Falush et al. 2003). Ces haplogroupes 

montrent aussi une population clonale de certaines souches de T. gondii en Amérique du sud 

(Sibley et Ajioka 2008). Des analyses sur les génotypes des isolats de T. gondii ont montré la 

présence de deux haplogroupes (Africa 1 et 3) en Afrique dans lesquelles Africa 1 est le plus 

virulent (Mercier et al. 2010). 

4. Les loci impliqués dans la virulence des souches 

La virulence des souches de T. gondii, chez la souris, pourrait être associée en partie aux 

gènes situés sur le chromosome VIIa (Sibley et al. 2002, Su et al. 2002, Taylor et al. 2006, 

Hajj et al. 2007), VIIb (Saeij et al. 2007) et Chr1a (Taylor et al. 2006, Khan et al. 2006, Khan 

et al. 2007). Certains gènes impliqués dans la virulence de T. gondii, ont récemment étés 

identifiés comme par exemple un gène située sur le chromosome VIIa et codant pour la 

protéine de rhoptrie, ROP18 (Taylor et al. 2006, Saeij et al. 2006) et un autre gène situé sur la 

chromosome VIIb et codant la protéine de rhoptrie, ROP16 (Saeij et al. 2006, Yamamoto et 

al. 2009, Ong et al. 2010). Ces deux protéines ont des activités kinases. Les souches de type I 

expriment 100 fois plus de ROP18 que les souches de type II et III (Taylor et al. 2006, 

Steinfeldt et al. 2010, Fentress et al. 2010). 



35 

 

B. La toxoplasmose 

I. Toxoplasmose humaine 

La maladie provoquée par T. gondii est appelé toxoplasmose. La pathologie de cette maladie 

est variable, asymptomatique chez les hôtes immunocompétents et ou très grave chez les 

hôtes immunodéprimés.  

La prévalence de la toxoplasmose est très variable chez l’Homme avec des taux de prévalence 

variables entre 0 et 90% selon la région géographique du monde, l’age et l’habitude des hôtes, 

la méthode de diagnostic et le niveau d’hygiène de l’environnement (Tassi 2007). Par 

exemple, en Amérique Latine et en Europe Centrale, sa prévalence est plus élevée (entre 50 et 

80%) qu’au Royaume-Uni et aux Etats-Unis (entre 16 et 40%) (Tenter et al. 2000, Hill et 

Dubey 2002). 

1. La toxoplasmose chez le sujet immunocompétent 

 

La survenue d’une toxoplasmose est cliniquement inapparente dans environ 80% des cas y 

compris chez la femme enceinte non immunisée vis-à-vis de T.gondii. Elle peut se présenter 

sous différentes formes dont certaines peuvent être sévères. 

 

a. La toxoplasmose ganglionnaire 

C’est la forme clinique la plus fréquente (15 à 20% des cas) caractérisée par la présence 

d’adénopathies, le plus souvent localisées dans la région cervicale ou occipitale. Ces 

symptômes peuvent persister plusieurs mois avant de régresser spontanément sans traitement. 

 

b. La toxoplasmose oculaire 

Les infections oculaires ont longtemps été considérées comme exceptionnelles chez les sujets 

immunocompétents. Avant 1950, on pensait que tous les cas de toxoplasmose oculaire étaient 

dus à la transmission congénitale de T. gondii. Les études faites au Brésil ont montré une 

haute incidence de toxoplasmose oculaire associée à une toxoplasmose acquise (Silveira et al. 
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1988, Glasner et al. 1992, Innes 2010). Les atteintes oculaires peuvent être contemporaines ou 

correspondre à une réactivation locale de kystes résiduels de la primo-infection (Couvreur et 

Thulliez 1996).  

Le fort taux de toxoplasmose oculaire observé au Brésil serait dû à des souches atypiques ou 

recombinantes (Khan et al. 2006) 

c. Toxoplasmose congénitale 

La contamination du fœtus a lieu par passage transplacentaire du tachyzoïte lors de la 

contamination de la mère lors d’une primo-infection. Les risques de transmission du parasite 

augmentent avec l’avancée de la grossesse, par contre la gravité des atteintes évolue de façon 

inverse. Les conséquences de l’infection sont variables, allant de la perte fœtale à une atteinte 

cérébrale sévère ou au contraire à une forme infra clinique. Au cours du premier trimestre de 

grossesse, l’infection fœtale se produit dans moins de 6% des cas mais conduit dans la 

majorité des cas à une forme sévère ou à une perte fœtale. A l’inverse au troisième trimestre 

de grossesse, le passage transplacentaire survient dans 80% des cas et donne généralement 

une infection infra clinique (Desmonts 1986, Wallon et al. 1999) 

La prévalence de la toxoplasmose congénitale est de 1 à 10 pour 10 000 naissances aux Etats-

Unis (Mets et Chhabra 2008). En France, une étude sur plus de 300 enfants a montré que 24 

% des enfants nés de mères ayant subi une séroconversion en cours de grossesse présentaient 

une toxoplasmose congénitale (Wallon et al. 2004). 

 

2. Toxoplasmose chez les immunodéprimés 

La toxoplasmose de l’immunodéprimé concerne deux types de populations : les patients 

atteints du SIDA et les patients transplantés. Dans la grande majorité des cas, les formes 

graves de toxoplasmose sont dues à la réactivation d’une infection acquise. Les symptômes 

sont les mêmes quel que soit l’origine de l’immunodépression. 

Des études ont montré qu’environ 10 % des personnes atteintes du SIDA meurent de 

toxoplasmose aux Etats-Unis et plus de 30 % en Europe (Hill et Dubey 2002), taux qui sont 

certainement à moduler depuis la mise en place de traitements efficaces anti-rétroviraux 

(HAART). Tous les organes peuvent être touchés mais l’encéphalite toxoplasmique est 

l’infection opportuniste du système nerveux central la plus courante. Elle fait suite à la 

réactivation d’une infection latente incontrôlée. La diminution du nombre de lymphocytes T 
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et de la production d’IFN-γ favorise la réversion des bradyzoïtes en tachyzoïtes qui prolifèrent 

rapidement dans les astrocytes et la microglie. Cette prolifération aboutit à l’apparition de 

régions de tissus nécrosés qui peuvent atteindre jusqu’à 4 cm de diamètre (Carruthers 2002). 

La plupart des personnes ayant une atteinte du cerveau souffre de maux de tête bilatéraux 

sévères. Avec la progression de la maladie, ces maux de tête peuvent aboutir à un état 

caractérisé par la confusion, la léthargie, l’ataxie et même le coma (Hill et Dubey 2002). 

Dans le cadre d’une transplantation d’organes, deux risques menacent le receveur. En effet, il 

peut y avoir réactivation d’une infection latente chez un receveur immunodéprimé, de la 

même façon que chez le patient atteint du SIDA. Un receveur séronégatif pour T. gondii peut 

également être infecté lors de l’implantation d’un organe ou de moelle osseuse venant d’un 

donneur infecté (Hill et Dubey 2002). L’encéphalite et la choriorétinite sont des complications 

fréquentes après des transplantations de cœur, de moelle osseuse, de cellules souches, de foie 

ou de rein (Barsoum 2004). En l’absence de prophylaxie, le risque de déclencher une 

toxoplasmose primaire sévère s’élève à 75 % lors d’une transplantation cardiaque. 

II.  Toxoplasmose animale 

1. Toxoplasmose ovine et caprine 

La toxoplasmose est une des causes principales de mortalité foetale et d’avortements chez les 

ovins. Les travaux de Hartley et al. publié en 1954 ont montré pour la première fois 

l’incidence d’avortement chez la brebis due à la toxoplasmose. Ils ont observé le parasite dans 

les placentas de brebis ayant avortées et ensuite ont isolé le parasite d’un foetus mort (pour 

revue Dubey 2008, Innes 2010). Chez le mouton et la chèvre, T. gondii est responsable 

d'avortements et de mortalité néo-natale causant des pertes estimées à 1,25 millions 

d'agneaux/an en Europe. Chez la brebis, l’ingestion d’au moins 200 sporocystes de T. gondii 

pendant la gestation peut causer une primo-infection (McColgan et al. 1988). Dans la phase 

aiguë, les brebis développent une fièvre qui peut persister jusqu’à j10 post-infection (Mévélec 

et al. 2010). Pendant cette période on peut détecter les tachyzoïtes dans le sang (Dubey and 

Sharma 1980, Wastling et al. 1993). La primo-infection des brebis au cours des 2 premiers 

mois de la gestation conduit à la mort foetale suivie par une résorption ou à l’avortement. Une 

mort foetale suivie par la momification des fœtus peut être observée après une infection 

pendant le troisième mois de la gestation. On peut aussi observer la survie du foetus mais 

suivie par la mort de l’agneau à proximité du terme, à la naissance ou dans les quelques 

heures après la naissance. Si la primo-infection de la brebis a lieu pendant le cinquième mois 
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de la gestation, les agneaux naissent sains et sont immunisés. On observe des manifestations 

cliniques tout à fait comparables chez les caprins.  

2. Toxoplasmose chez les autres mammifères 

Il existe des rapports contradictoires à propos de la toxoplasmose chez les bovins et les 

chevaux. Selon certaines études, chez les bovins, on ne peut observer qu’une fièvre modérée 

et une anorexie dans une infection expérimentale. Les bovins ne manifestent pas de signes 

cliniques lors d’une infection naturelle (Stalheim et al. 1980). Les signes sont plus intenses 

chez le veau avec une fièvre et une détresse respiratoire (Costa et al. 1977). La transmission 

fœtale chez les bovins n’est pas très importante dans les conditions naturelles car l’isolement 

de T. gondii n’a été obtenue que deux fois, aux Etats Unis et au Portugal (Canada et al. 2002). 

Par ailleurs, aucun kyste n’a pu être détecté chez les bovins. Récemment il a été décrit que les 

bovins sont résistants à la toxoplasmose et que c’est Neospora caninum qui serait 

majoritairement responsable des avortements chez les bovins (Dubey 2003). Plusieurs études 

montrent la séroprevalence de l’infection naturelle chez les chevaux mais ils sont assez 

résistants à la toxoplasmose. Dans les infections expérimentales des chevaux, les signes 

cliniques sont soit absents soit très discrets (Al- Khalidi 1980, Dubey 1985). C’est Sarcocystis 

neurona qui serait l’agent responsable de l’encéphalomyelite fatale chez les cheveaux aux 

Etats-Unis et non pas T. gondii (Dubey et al. 2001). Il n’existe aucun cas de toxoplasmose 

clinique confirmé chez les bovins ou chez les cheveaux (Dubey et al. 2007). Chez le porc, la 

toxoplasmose est assez répandue. 

III.  Transmission 

La voie de prédilection pour la transmission de la toxoplasmose est la voie orale. La 

toxoplasmose peut être transmise de l’hôte définitif à l’hôte intermédiaire ou inversement. La 

transmission de la toxoplasmose est aussi possible entre les hôtes définitifs ou entre les hôtes 

intermédiaires. La toxoplasmose est une zoonose très importante. Un tiers de la population 

mondiale est infectée par T. gondii mais les symptômes de cette maladie ne se développent 

que chez un petit pourcentage de la population (Henriquez et al. 2009). La voie privilégiée de 

transmission de l’infection à l’Homme passe par la consommation de viandes crues ou peu 

cuites contenant des kystes (Dubey 2008). Dans une expérience chez l’Homme dans un 

hôpital à Paris, il a été observé que la viande crue de mouton peut transmettre l’infection à 

100% des consommateurs (Desmonts et Couvreur 1965). En plus, la transmission verticale 
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(transmission transplacentaire) de toxoplasmose est aussi possible (Desmonts et Couvreur 

1974). La toxoplasmose par l’ingestion des oocystes sporulés est considérée comme plus 

grave que celle par l’ingestion des kystes tissulaires. Une autre voie commune d’infection est 

via l’eau des réserves naturelles contaminée avec les oocystes sporulés (Benenson et al. 1982, 

Bowie et al. 1997).  

IV.  La transmission verticale 

La transmission verticale a principalement lieu lors d’une primo-infection pendant la 

grossesse. Elle est aussi possible mais dans de très rares cas pendant la grossesse chez des 

femmes ayant déjà été en contact avec le parasite. 

V. Diagnostic 

Le diagnostic de la toxoplasmose se base sur les trois objectifs suivants : l’isolement du 

parasite, l’isolement de l’ADN parasitaire et la mise en évidence des anticorps spécifiques de 

T. gondii. Différentes techniques comme par exemple l’examen microscopique, le bio-essai, 

la culture cellulaire, les techniques de biologie moléculaire et la sérologie, peuvent être 

employées pour faire le diagnostic de la toxoplasmose. 

1. Bio-essai 

Pour isoler les parasites, des inoculations de sang ou de broyat d’organes à tester sont 

effectuées chez la souris ou le chat (de Godoi et al. 2010). C’est une technique de référence 

pour isoler les toxoplasmes viables. L’infection (témoin de la présence de parasite dans 

l’échantillon inoculé) ne peut le plus souvent être détecté qu’après 3 à 4 semaines par la mise 

en évidence des anticorps anti-T. gondii et est confirmé par l’observation microscopique des 

kystes dans les cerveaux. Cette technique donne des résultats tardifs mais elle a une bonne 

sensibilité et une spécificité de 100%. Elle confirme les résultats obtenus par la biologie 

moléculaire, donc est complémentaire des résultats de la PCR (Dupuy-Camet et al. 1992, 

Fricker-Hidalgo et al. 1998). Un autre avantage du bio-essai est qu’il permet l’isolement des 

souches pour une caractérisation ultérieure de la souche. 

2. Sérologie 

La sérologie comprend soit la détection de l’antigène du toxoplasme utilisant l’anticorps 

spécifique soit la détection de l’anticorps (IgM, IgA, IgG, IgE) en utilisant l’antigène 
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spécifique. Chaque technique a ses avantages et ses inconvénients. Différentes techniques 

qauntitative et qualitative sont utilisées pour le diagnostic sérologique de la toxoplasmose. 

Les techniques quantitatives comme par exemple les réactions immunoenzymatiques (ELISA) 

ou d’immunochemiluminescence sont employées pour la quantifications des taux d’anticorps 

IgM, IgA ou IgG. L’immunofluorescence indirecte (IFI) et le test de lyse (dye test) peuvent 

détecter des IgG avec une grande spécificité et une détection plus précoce qu’en ELISA après 

une séroconversion. L’IFI ne détecte les IgM que pendant les 2 à 3 premiers mois après 

l’infection. L’Immunosorbant Agglutination Assay (ISAGA), une technique 

d’immunocapture, peut aussi détecter des IgM un an après l’infection.  

Les méthodes d’immunocapture sont capables de détecter les anticorps IgA et IgE. Leurs 

cinétiques sont différentes de celles des IgM. Leur apparition est plus précoce (cas des IgE) et 

d’une durée de détection plus courte de l’ordre de quatre à six mois environ (Decoster et al. 

1995, Villena et al. 1999).  

Différentes techniques qualitatives peuvent être utilisées, ce qui permet de dater une infection 

et de mieux caractériser une réponse immunitaire dans des milieux biologiques différents. 

Pour distinguer une toxoplasmose récente d’une toxoplasmose chronique, on peut mesurer 

l’avidité des IgG par une méthode immunoenzymatique. Au cours d’une infection, l’avidité 

des IgG pour les antigènes augmente. Cette technique est utilisée dans le cas où les techniques 

quantitatives ne permettent pas de distinguer par exemple la présence d’IgM ou quand les IgG 

sont présentes à un titre élevé > 150 UI/ml. 

3. Diagnostic anténatal et postnatal 

C’est la détection des anticorps IgM, IgA et IgG qui est utilisée pour le dignostic anténatal et 

postnatal. La détection des IgM chez les nouveau nés permet de détecter entre 70% et 80% 

des cas de toxoplasmose congénitale chez l’Homme (Lebech et al. 1999). Les anticorps de 

classe IgM ou IgA ne traversent pas la barrière placentaire, mais les anticorps de classe IgG 

peuvent traverser la barrière placentaire. Donc la présence des anticorps IgM ou IgA est le 

meilleur témoin de l’infection congénitale chez les nouveau-nés. Ces anticorps, doivent être 

détectés par des techniques ayant une haute sensibilité et basée sur le principe de 

l’immunocapture. La sensibilité de détection de ces anticorps dépend de la chronicité de 

l’infection maternelle (Wallon et al. 1999a). La sensibilité de détection de l’IgA est supérieure 

à celle de l’IgM (Robert-Gangneux et al. 1999, Bessières et al. 2001, Pinon et al. 2001). 
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VI.  Traitements 

Plusieurs médicaments sont en cours d’utilisation contre la toxoplasmose. Ils comprennent les 

inhibiteurs de la déhydrofolate réductase (DHFR) (inhibiteur de la synthèse de l’acide folique 

comme par exemple la pyriméthamine), les sulfamides (comme par exemple la sulfadiazine, 

la sulfadoxine). La combinaison des inhibiteurs de l’acide folique et des sulfamides a des 

effets synergiques et donc est un des meilleurs traitements contre la toxoplasmose. Les effets 

thérapeutiques des sulfamides ont été décrits pour la première fois en 1941 par Sabin et 

Warren (Dubey 2008). Quelques années plus tard, le traitement de la toxoplasmose avec la 

combinaison des sulfamides et de la pyriméthamine commençait (Eyles et Coleman 1953). 

Les macrolides (dont la spiramycine, roxithromycine, azithromycine, clarithromycine) qui ont 

une activité parasitostatique forment un autre groupe de médicaments utilisé contre ce 

parasite. Seule la spiramycine est utilisée pendant la grossesse dans le cas de toxoplasmose 

acquise. Une combinaison de médicaments utilisés contre la toxoplasmose cérébrale et 

oculaire comprend la clindamycine et la pyriméthamine. Tous ces médicaments bloquent la 

croissance parasitaire de la forme tachyzoïte. Ils ont une meilleure efficacité pendant la phase 

aiguë de la toxoplasmose et ne traitent pas un individu déjà infecté car ils ont des effets très 

limités contre la forme kystique du parasite.  

La seule molécule active contre les tachyzoïtes et les kystes est l’atovaquone. Les infections 

oculaires peuvent aussi être traitées avec l’atovaquone et avec des corticosteroides pour 

diminuer l’inflammation oculaire et les dommages tissulaires (Koo et Young 2006, Innes 

2010). 

VII.  Prévention 

Des conditions d’hygiène drastique peuvent être appliquer pour diminuer les risques 

d’infection chez l’Homme plus particulièrement chez les sujets immunodéprimés et les 

femmes enceintes séronégatives. Pour cela, il faut bien cuire la viande et laver abondamment 

les légumes avant de les manger. La consommation de viande après la congélation est une des 

meilleurs méthodes pour détruire les kystes dans la viande (Kijlstra et Jongert 2008). De plus, 

il faut être extrêmement vigilant lors du changements des litières des chats où sont excrétés 

les oocystes.  
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Les mesures pour prévenir la toxoplasmose chez l’animal comprennent la gestion des chats à 

la ferme, la gestion de la nouriture et de l’eau. La vaccination des brebis et parfois l’utilisation 

de décoquinate dans la nourriture des animaux, peut aider à réduire le taux d’infection 

(Buxton 1998, Buxton et al. 2007, Buxton et al. 2007a). La vaccination des animaux de rente 

pourrait diminuer l’incidence des avortements chez les animaux. La prévalence diminuée de 

toxoplasmose chez les animaux pourrait diminuer, ensuite, la transmission de cette maladie à 

l’Homme.  

VIII.  Vaccination 

La stratégie vaccinale repose sur le fait qu’une primo-infection induit une immunité 

protectrice à long terme, aussi bien chez l’Homme que chez l’animal. La vaccination des 

animaux destinés à la consommation pourrait être une des solutions pour diminuer le risque 

d’infection humaine. 

La plupart des essais de vaccination a été effectué chez la souris, soit avec des extraits 

parasitaires, des parasites vivants atténués, différentes protéines du parasite, soit par injection 

des protéines purifiées, ou recombinantes ou de l’ADNc correspondant (pour revue Jongert et 

al. 2009). Les ovins, les porcs et les félins ont été utilisés pour certains essais de vaccination. 

Les protections obtenues lors des différents essais sont très variables. Plusieurs facteurs 

peuvent expliquer ces variations comme par exemple la souche de parasite utilisée dans la 

vaccination, la voie d’administration du vaccin, la souche et le type de parasite utilisés pour 

l’épreuve après la vaccination et la voie d’administration. Cependant à ce jour, les vaccins 

vivants restent les plus efficaces. A l’origine, les premiers vaccins vivants atténués 

provenaient de souches atténuées naturellement par passage successif en culture (Tableau 1).  

L’obtention de souches atténuées en supprimant des gènes ciblés, permet actuellement 

d’obtenir des souches de virulence atténuée, qui ne sont pas susceptibles de retrouver leur 

virulence d’origine. De nombreuses souches ont ainsi été créées, mais seules quelques unes 

d’entre elles sont utilisées dans des essais de vaccination. 

1. Les vaccins vivants de T. gondii 

Les premiers essais de vaccination effectués chez les moutons avec des parasites tués, ne 

montraient pas de protection chez les brebis gestantes (Buxton 1993). Par contre, l’injection 

de parasites vivants comme la souche RH ou la souche vivante incomplète S48, a montré son 

efficacité aussi bien sur la réduction de la charge parasitaire chez les porcs que sur la 
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protection contre les avortements chez les brebis (Dubey et al. 1991; Buxton 1993). Chez le 

porc, des adjuvants ont été utilisés pour diminuer la dose de tachyzoïtes vivants injectés. Des 

vaccinations avec des doses de 1000 tachyzoïtes, injectés en intramusculaire en présence 

d’oligonucléotides comme adjuvant, ont induit une protection d’environ 50% de l’effectif 

traité chez les porcs après une épreuve avec les oocystes d’une souche de type-III (VEG) par 

voie orale (Kringel et al. 2004). 

 

A S-48 

Chez le mouton et la chèvre, le vaccin composé de la souche S48 induit une protection et 

réduit de 70 à 80% les avortements dans les troupeaux de brebis par rapport à des troupeaux 

témoins. Ce vaccin est commercialisé (Ovilis, Toxovax, Intervet), il est utilisé dans les pays 

dans lesquels les risques d’avortement liés au toxoplasme sont grands (Innes & Vermeulen 

2006).  

Cette souche a été isolée en 1958 à partir des membranes foetales d’un avorton d’agneau et a 

été atténuée par de multiples passages sous forme de tachyzoïtes sur souris. Cette souche est 

incomplète car elle n’a pas le pouvoir de former des kystes tissulaires (Buxton 1993). Elle est 

aussi incapable de produire des oocystes chez le chat (Buxton 1993). Les brebis sont 

vaccinées à l’âge de 5 mois et doivent être vaccinées au moins 3 semaines avant la 

reproduction. Aucun parasite viable n’a pu être détecté dans les tissus des brebis vaccinées 

après 10 jours post-vaccination et jusqu’à 6 mois post-vaccination (Buxton et Innes 1995). Ce 

vaccin utilisé chez les ovins et les caprins possède cependant plusieurs inconvénients. Il 

n’empêche pas la transmission verticale du parasite aux agneaux. Il est peu stable, sa durée de 

vie ne dépassant pas deux à trois semaines. Les animaux récemment vaccinés ne peuvent être 

consommés à cause d’une possible transmission des tachyzoïtes. De plus, la virulence de cette 

souche n’est pas bien contrôlée puisque c’est une souche naturelle et le risque de réversion 

vers une forme plus virulente existe.  

B T-263 

La vaccination des chats pour éliminer ou diminuer l’émission des oocystes dans les fécès des 

chats est une mesure qui ne protège pas l’animal mais diminue la biomasse parasitaire dans 

l’environnement. Mais pour avoir une efficacité, ce type de vaccination devrait être fait à une 

grande échelle chez les tous les chats avant que ne surviennent la contamination naturelle. 

Tous les chats vaccinés avec des kystes ou des bradyzoïtes de la souche T-263 par voie orale, 

sont séroconvertis (Freyre et al. 1993). On n’observe aucune forme parasitaire dans les fécès 
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après la contamination de ces chats vaccinés. Même les chats vaccinés avec les tachyzoïtes de 

la souche T-263 administré par voie intra-duodenale, sont séroconvertis mais la suppression 

de la sécrétion d’oocystes n’est pas totale après une infection d’épreuve. Même si la 

vaccination des chats avec ce vaccin est efficace, la vaccination de toute la population de 

félidés (chats sauvages compris) est nécessaire si l’on veut enrayer la dissémination du 

parasite dans l’environnement. 

C Mic1-3KO: 

La souche Mic1-3KO a été obtenue par délétion des gènes Mic1 et Mic3 codant les protéines 

micronèmes1 et 3, à partir de la souche virulente RH (Cérède et al. 2005). Ces protéines sont 

responsable de l’attachement des parasites aux cellules hôtes pendant l’invasion (Fourmaux et 

al. 1996, Fourmaux et al. 1996a, Garcia-Réguet et al. 2000). In vitro, il a été montré que la 

capacité d’invasion cellulaire de cette souche délétée était diminuée par rapport à la souche 

sauvage, ce qui a été corrélé par l’observation d’une diminution de la virulence chez la souris 

(Cérède et al. 2005). De plus, il a été mis en évidence que la vaccination par la souche Mic1-

3KO confère une protection contre la toxoplasmose congénitale et chronique après une 

épreuve par ingestion orale de kystes, et ce chez la souris (Ismael et al. 2006) et chez le 

mouton (Mévélec et al. 2010). Elle protège également dans un modèle murin contre une 

infection par Neospora caninum, un parasite protozoaire intracellulaire proche de T. gondii 

(Penarete-Vargas et al. 2010). 

La réponse protectrice chez les souris vaccinées par Mic1-3KO est principalement de type 

Th1. Cette réponse est néanmoins controlée contrairement à la souche sauvage dont elle 

dérive puisque la production des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires sont réduites 

vis-à-vis de la souche sauvage RH (Moiré et al. 2009). Chez la souris, la dissémination 

parasitaire de la souche Mic1-3KO est retardée par rapport à celle de la souche sauvage, et si 

la souche vaccinale persiste au niveau du cerveau, c’est en très faible quantité. De plus, les 

kystes ne seraient pas infectieux après ingestion dans ces conditions expérimentales (Moiré et 

al. 2009). 
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2. Les vaccins vivants comme modèle d’étude de la réponse immune 

protectrice 

a. Ts4 

Ts4 a été obtenue par mutation chimique à partir de la souche RH (Pfefferkorn et Pferfferkon 

1976). Elle a pour caractéristique de se multiplier seulement à faible température (33°C). Les 

essais de vaccination avec cette souche ont montré une protection contre la formation de 

kystes et une protection partielle contre la toxoplasmose congénitale en modèle murin 

(McLeod et al. 1988). 

L’utilisation de cette souche a permis de jeter les bases des mécanismes de protection induits 

par la vaccination et en particulier le rôle protecteur des lymphocytes CD4 et CD8 et de la 

production de l’IFNγ (Gazinelli et al. 1991). 

b. Cps-1: 

La voie de synthèse de novo des pyrimidines et en particulier l’enzyme carbamoyl phosphate 

synthetase I est indispensable pour la virulence de T. gondii. Les tachyzoïtes d’une souche 

mutée pour la carbamoyl phosphate synthetase I (souche cps-1,auxotrophe pour l’uracile), 

sont complètement avirulents chez les souris IFNγ KO aussi bien que chez les souris Balb/c 

immunocompétentes. Une seule injection des parasites cps-1 induit une immunité protectrice 

à long terme chez les souris Balb/c (Fox et Bzik 2002). Les souris C57BL/6 sont 

génétiquement plus sensibles à la toxoplasmose mais après la vaccination avec cps-1, ces 

souris ne meurent pas après une infection d’épreuve avec des parasites de type I (Gigley et al. 

2009a) ou de type-II (Gigley et al. 2009), quelque soit la voie d’infection de l’épreuve (Gigley 

et al. 2009). Cette souche a été et est abondamment utilisée pour étudier les mécanismes de 

protection induits par la vaccination (Tait et al. 2010, Gigley et al. 2009 et 2009a, Jordan et 

al. 2009). Les études effectuées avec cette souche modèle vivante mais non réplicative ont 

permis des avancées dans la compréhension des mécanismes de défense inné et acquis et en 

particulier le rôle des lymphocytes CD8 effecteurs au niveau local et périphérique. 

Cette souche a cependant montré un taux de reversion non négligeable vers la forme sauvage 

et une nouvelle souche a été créée récemment (Fox et Bzik 2010). Cette nouvelle souche est 

délétée d’un gène codant pour l’uridine phosphorylase (UP), faisant partie de la voie de 

sauvetage de la pyrimidine, et d’un gène codnat une enzyme de la voie de synthèse des 

pyrimidines (l’orotidine-5-monophosphate décarboxylase ou OMPDC). Cette souche présente 
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les mêmes caractéristiques en terme de virulence que cps-1 et protège d’une épreuve avec une 

souche de type I RH. 
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Tableau 1: Les essais de vaccinations avec des parasites vivants d'après Jongert et al. 2009 

Vaccins vivants Voie d’injection Point final de la protection/négatif control 

groupe (en %) 

Hôte souche d’épreuve  

T. gondii 

Tachyzoïtes vivants de S48 

(une souche ne formant pas 

de bradyzoïtes) 

Intra-musculaire 

(im) 

72-80/17 agneaux viables, 

Environ 66 % d’agneaux étaient infectés 

Brebis Oocystes, par voie orale 

tachyzoïtes ts4 souche 

vivante attenuée 

thermosensible 

Sous-cutanée 19++/0 survie 

1/25 fétus étaient infectés avec TS-4 pendant la 

gestation 

Singes (Aotus 

sps.) 

T265, T163 

Bradyzoïtes vivants de 

T263 (une souche ne 

formant pas d'oocystes) 

Orale 84 chats étaient protégées de l'excrétion 

d’oocystes 

Chat T265, orale 

Tachyzoïtes de RH IFA + CpG, im 52/0 Toxoplasma free Porc VEG (III) oocystes, orale 

Tachyzoïtes de RH PLG 

microsphères, 

intranasale 

Pas de protection Brebis M3 oocystes, orale 
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C. Réponse immunitaire 

La toxoplasmose stimule la réponse immunitaire de ses hôtes au niveau local ainsi 

qu’au niveau systémique. La réponse immunitaire de l’hôte comprend la réponse cellulaire et 

la réponse humorale. Les deux réponses jouent chacune leur rôle pour protéger les hôtes 

contre la toxoplasmose (Suzuki et al. 1988, Hakim et al. 1991, Dubey 2008). Des travaux de 

transfert de sérums immuns ou de cellules ont montré que la réponse cellulaire jouait un rôle 

primordial dans les mécanismes effecteurs de la résistance à T. gondii même si au niveau 

local les IgA ont un rôle important dans la limitation de l’invasion des cellules épithéliales par 

les parasites (pour revue, Denkers et Gazzinelli 1998).  

I. Réponse humorale 

 

Les souris C57BL/6 déficientes en cellules B (µMT) meurent à 3-4 semaines après infection 

par voie orale d’une surcharge parasitaire cérébrale, par rapport aux souris témoins et de 

lésions cérébrales importantes contenant des tachyzoïtes. Les souris µMT n’ont pas d’IgG 

anti-T. gondii dans leurs sérums mais présentent un taux comparable d’ARNm pour l’IFNγ, 

l’IL10 et l’iNOs que les souris témoin. Un sérum polyclonal de lapin anti-T. gondii empêche 

la mort prématurée de ces souris et la formation de lésions suggérant que les anticorps sont 

capables de limiter l’infection par les tachyzoïtes (Kang et al. 2000). Ces mêmes souris µMT 

vaccinées avec la souche atténuée ts4 meurent après une épreuve avec des tachyzoïtes 

virulents RH de type I. Cependant l’injection d’un sérum d’une souris immune à ces souris, 

prolonge leur survie. Dans ces conditions les anticorps spécifiques sont nécessaires pour la 

protection des souris vaccinées (Sayles et al. 2000).  

Les différents types d’anticorps produits après infection (IgM, IgA) ont aussi un rôle 

important dans la protection.  

L’IgM est produit dans la phase aiguë de la toxoplasmose. Les IgM spécifiques de T. gondii 

inhibent l’invasion cellulaire par les tachyzoïtes et diminuent la dissémination parasitaire dans 

la phase aiguë de la toxoplasmose. Les parasites disséminent rapidement dans les souris IgM-/- 
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(Couper et al. 2005). Les anticorps IgA protègent au niveau muqueux. Les IgA purifiés à 

partir de sérums de femmes ayant une toxoplasmose aiguë diminuent de 50 à 75% l’invasion 

des entérocytes par les tachyzoïtes (Mack et McLeod 1992) in vitro. 

Les anticorps de type IgA sécrétoires sont trouvés au niveau intestinal chez des souris 

infectées par voie orale par une souche de type II (Chardès et Bout 1993). 

II.  Réponse cellulaire 

Il y a deux types de réponses cellulaires : la réponse innée et adaptative. 

1. Réponse immune innée 

Les cellules qui répondent immédiatement contre les parasites produisent une réponse innée. 

Dans une infection par voie orale, la première barrière à traverser est celle des cellules 

épithéliales intestinales. Les bradyzoïtes ou les sporozoïtes libérés dans la lumière intestinale 

entrent en contact avec les entérocytes les envahissent par un processus d’invasion active. 

Pendant la pénétration, les cellules épithéliales sont activées et produisent des cytokines pro-

inflammatoires et d’autres molécules comme les défensines. Une fois à l’intérieur d’une 

cellule hôte, le parasite commence sa multiplication. Ensuite les parasites arrivent dans la 

lamina propria (LP). Les neutrophiles, monocytes et cellules NK (Natural Killer) sont les 

premières à arriver au site d’entrée en réponse aux cytokines pro-inflammatoires. Les cellules 

dendritiques (CD) et les lymphocytes intra épithéliaux (LIE) présents dans la LP jouent 

également un rôle dans la réponse au parasite. Chez la souris, les PRR (Pathogen Recognition 

Receptors) comme le TLR11 et le CCR5 identifient les antigènes parasitaires respectivement 

la profiline (Yarovinsky et al. 2005) et la cyclophiline (Aliberti 2005). L’interaction des PRR 

avec ces protéines parasitaires induit la production d’IL12 par les CD. Ces cellules sont les 

producteurs principaux de l’IL-12 dans l’infection à T.gondii (Liu et al. 2006). Cependant, 

plusieurs populations cellulaires sont impliquées dans la production d’IL-12 comme les 

neutrophiles (Bliss et al. 1999, Bliss et al. 1999a) et les macrophages (eSousa et al. 1997, 

eSousa et al. 1999). L’IL-12 induit ensuite la production de l’IFNγ par les cellules NK, NKT 

et les cellules de la réponse immune adaptative (lymphocytes CD4+ et CD8+) (Kim et al. 

2006). 
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a. Monocytes : 

Les monocytes inflammatoires sont rapidement recrutés dans la cavité péritonéale des souris 

infectées avec soit la souche de type II soit la souche de type I (Mordue et Sibley 2003). Ces 

monocytes recrutés expriment les marqueurs CD11b, F4/80, CD68, CD115 et Gr1 (Ly-6C) 

(Dunay et Sibley 2010). Ils n’expriment pas CD11c (Mordue et Sibley 2003). Ces monocytes 

inflammatoires jouent un rôle important dans le contrôle de la multiplication parasitaire au 

niveau local. Ils produisent de l’IL-12, du TNFα, (Mordue et Sibley 2003). Ces cellules sont 

capables de réduire la multiplication des tachyzoïtes in vitro par la production d’oxyde 

nitrique (NO) (Mordue et Sibley 2003). Le recrutement des monocytes dépend de l’induction 

de la chimiokine MCP-1 (CCL2) et de son récepteur CCR2. Chez les souris MCP-1-/- ou 

CCR2-/- qui sont défectueuses pour le recrutement des monocytes Gr1+ (Robben et al. 2005) 

la multiplication parasitaire n’est pas contrôlée. Les souris meurent en absence de recrutement 

des monocytes au site d’infection en dépit de l’induction d’une réponse forte de type Th1 et 

de la production de fortes quantités d’IL-12, de TNFα et d’IFNγ (Robben et al. 2005). De 

même, l’infection par voie orale de souris CCR2-/- et MCP1-/- résulte en une multiplication 

incontrôlée des parasites, une nécrose des tissus et la mort rapide des souris (Dunay et al. 

2010). 

b. Neutrophiles : 

Les neutrophiles font partie des premières populations cellulaires recrutées après infection par 

voie intra péritonéale des souris. Ces cellules sont IL12+ et leur recrutement dépend des 

récepteurs aux chimiokines CXCR2 (Del Rio et al. 2001) et CCR1 (Khan et al. 2001). Chez 

les souris CXCR2-/-, le recrutement des neutrophiles au site d’infection n’a pas lieu et en 

absence de recrutement la production des cytokines de type Th1 (IFNγ, TNFα) est 

énormément diminuée pendant la toxoplasmose aiguë. De plus, la charge parasitaire cérébrale 

augmente également (Del Rio et al. 2001). Le recrutement des neutrophiles est aussi 

défectueux chez les souris CCR1-/-. Ces souris sont plus sensibles à l’infection à T. gondii et 

montrent une mortalité augmentée après une infection par voie orale avec des kystes (Khan et 

al. 2001). 

La déplétion des neutrophiles avec un anticorps monoclonal anti-Gr-1+ avait montré une 

augmentation de la susceptibilité des souris à la toxoplasmose aiguë mais pas chronique (Bliss 

et al. 2001). Dans ces expériences l’anticorps anti-GR1 utilisé reconnaissait également les 

monocytes inflammatoires GR1+. Dans des études très récentes, utilisant des anticorps 



51 

 

spécifiques de chaque population, il a été montré que le rôle le plus important dans la 

toxoplasmose aiguë, après une infection par voie intra péritonéale, pour le contrôle de la 

multiplication des parasites est effectivement celui des monocytes inflammatoires et non pas 

des neutrophiles (Dunay et Sibley 2010, Dunay et al. 2010).  

La signalisation entre l’IL-17 et son récepteur IL-17R est importante pour le recrutement des 

cellules polynucléaires au site d’infection pendant la phase aiguë. Les souris IL-17R-/- 

infectées par voie orale avec des kystes développent une immunité adaptative normale 

pendant la phase aiguë mais meurent rapidement en fin de phase aiguë. Chez les souris 

IL17R-/-, l’influx des PMN est inhibé au niveau du foie et des intestins après infection par 

voie orale. De même l’injection en ip de fortes doses de tachyzoïtes RH induit un recrutement 

plus faible de neutrophiles que chez les souris de souche sauvage (Kelly et al. 2005). 

c. Cellules dendritiques : 

Les cellules dendritiques (CD) sont les principales productrices de l’IL-12 pendant la 

toxoplasmose (Scott et Hunter 2002). Les souris produisent moins d’IL-12 et deviennent 

sensibles à la toxoplasmose aiguë après la déplétion des cellules dendritiques (Liu et al. 

2006). Le transfert de CD de souris sauvages aux souris déplétées en CD, restaurent la 

production d’IL-12 et l’IFNγ et augmente la résistance contre l’infection dans ces dernières. 

In vitro, les souches de type II de T. gondii induisent une production plus importante d’IL-12 

après infection de macrophages de souris que les souches de type I (Robben et al. 2004). 

Cependant, les différences de virulence entre type I et II ne peuvent s’expliquer par cette seule 

différence de production d’IL12 puisqu’en dépit d’une production plus faible d’IL12, le taux 

d’IFNγ chez des souris infectées par des souches de type I est élevé et serait impliqué dans la 

mortalité des souris (Mordue et al. 2001). Les travaux de Tait et al. (2010) montrent que la 

différence de virulence entre les souches de type I et II serait due à un défaut de recrutement 

des CD au site d’infection et dans les ganglions drainants ce qui a pour conséquence une 

diminution du nombre de CD8+ spécifique d’antigène. L’infection de souris avec des souches 

de type I et II exprimant l’ovalbumine (OVA) induit un fort recrutement de CD au site 

d’infection et dans le ganglion drainant pour les type II contrairement aux souris infectées par 

les souches de type I (Tait et al. 2010). Ces CD activent les cellules T CD8+ spécifiques de 

l’antigène OVA. Dans ce modèle, la déplétion des CD avant l’infection avec la souche de type 

II a pour effet de ne pas induire de T CD8+ activées résultant en une charge parasitaire plus 

importante. Au contraire, l’injection d’IL12 chez les souris infectées avec la souche de type I 
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provoque une faible augmentation de CD8+ spécifiques de l’antigène. Les CD ont également 

un rôle important dans la dissémination du parasite dans les tissus de l’hôte. Les cellules 

dendritiques sont préférentiellement infectées par T. gondii par rapport aux autres types de 

cellules sanguines (Channon et al. 2000) et transportent les parasites jusqu’au cerveau de la 

souris infectée. T. gondii induit également une hypermotilité des CD. La migration des CD 

induite par les souches de type II et type III de T. gondii est plus forte que celle induite par 

une souche de type I (Lambert et al. 2009). Le transfert de CD infectées dans des souris 

consanguines induit une dissémination rapide du parasite et augmente la gravité de l’infection 

(Lambert et al. 2006). T. gondii peut détourner les leucocytes migratoires, moduler les 

propriétés migratoires des cellules infectées et peut se diffuser entre les populations 

leucocytaires via la lyse des leucocytes infectés. Ces mécanismes utilisés par le parasite 

assurent sa survie dans son hôte et en même temps limitent la pathologie induite par la 

destruction des tissus de l’hôte (Lambert et Barragan 2010).  

d. Les cellules T gamma-delta (γδ) : 

Les cellules T gamma-delta (γδ T) sont une des premières populations cellulaires à participer 

à la réponse immune contre l’invasion parasitaire par la voie intestinale. Elles sont trouvées en 

grand nombre dans les sites épithéliaux et font un lien entre la réponse immune innée et la 

réponse immune adaptative. Le nombre des cellules Tγδ augmente beaucoup chez les souris 

infectées avec T. gondii. Leur mode d’action exact n’est pas connu, mais une diminution de la 

production de NO a été rapportée après la déplétion des cellules T γδ (Hisaeda et al. 1996). Le 

NO ne tue pas T. gondii directement mais induit une augmentation de la conversion de 

tachyzoïte en bradyzoïte en inhibant la respiration mitochondriale (Bohne et al. 1994). 

e. Cellules NK : 

Les cellules NK tuent les cellules infectées et produisent de l’IFNγ très précocement après 

l’infection (pour revue, Denkers et al. 2004). L’IL12 joue un rôle majeur dans la régulation de 

la production d’IFNγ par les cellules NK. Les cellules NK migrent dans les tissus lymphoïdes 

locaux où ils produisent de l’IFNγ qui stimule les macrophages et provoque l’augmentation de 

l’expression des molécules du MHC de classe-II (Khan et al. 2006a). Les récepteurs CCR5 

sont impliqués dans la migration et le recrutement des cellules NK au site d’infection. Les 

souris CCR5KO ont moins de cellules NK recrutées aux sites d’infection (Khan et al. 2006a) 

et ont une charge parasitaire augmentée avec une réponse inflammatoire moins forte que les 

souris sauvages témoin. Les souris CCR5KO produisent moins d’IFNγ et deviennent plus 
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sensibles à T. gondii mais moins sensibles à l’immunopathologie de l’infection. Le transfert 

de cellules NK CCR5+/+ dans les souris CCR5KO protège les souris CCR5KO contre une 

épreuve létale de T. gondii (Khan et al. 2006a). 

L’interaction entre les cellules NK et les CD augmente la production de l’IFNγ par les cellules 

NK et celui de l’IL-12 par les CD (Guan et al. 2007). Les récepteurs NKG2D des cellules NK 

jouent un rôle important dans l’interaction entre les cellules NK et les CD. L’expression des 

récepteurs NKG2D est augmentée après l’infection des cellules NK et des anticorps bloquants 

les récepteurs NKG2D diminuent la production d’IFNγ (Guan et al. 2007). Les cellules NK 

sont impliquées dans le développement et l’éducation des cellules T CD8+ cytotoxiques. 

L’anticorps anti-NKG2D diminue le développement des cellules T CD8+ cytotoxiques et donc 

diminue la réponse cellulaire adaptative contre T. gondii (Guan et al. 2007). Chez les souris 

CD4KO, ce sont les cellules NK qui aident au développement de la réponse cytotoxique en 

induisant les cellules T CD8+ (Combe et al. 2005).  

2. Réponse immune adaptative 

Les lymphocytes produisent une réponse cellulaire adaptative. Ces cellules ont besoin d’un 

temps de «priming» pour réagir contre les pathogènes. Une fois stimulées, ces cellules gardent 

la mémoire contre le pathogène. Lors d’une infection ultérieure avec le même pathogène, elles 

répondent rapidement pour éliminer le pathogène le plus tôt possible. L’infection par T. gondi 

induit une forte réponse cellulaire caractérisée par une activation des cellules CD4+ et CD8+ et 

une réponse de type Th1. Le contrôle de la toxoplasmose aussi bien en phase aiguë que 

chronique dépend principalement de la production d’IFNγ. Le rôle des cellules CD8+ est 

primordial dans la résistance à l’infection. 

a. Lymphocytes 

Les deux types de lymphocytes CD4+ et CD8+ sont nécessaires pour le développement et le 

maintien d’une réponse protectrice contre la toxoplasmose (Gazzinelli et al. 1991). Les 

lymphocytes CD4+ jouent un rôle important dans la régulation de la réponse alors que les 

lymphocytes CD8+ sont les effecteurs majeurs contre le parasite. 

a. Lymphocytes T CD8+ : 

Les cellules CD8+ produisent l’IFNγ et sont les effecteurs majeurs de la protection contre la 

toxoplasmose (Gazzinelli et al. 1991). La protection dans la phase aiguë et la phase chronique 
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de la toxoplasmose est due à la production de l’IFNγ par les lymphocytes T CD8+ et CD4+ 

(Suzuki et al. 1988, Suzuki et Remington 1988, Suzuki et Remington 1990). Le rôle des 

cellules T CD8+ est aussi primordial dans la survie à long terme et la réponse mémoire 

(Denkers et al. 1993a et 1993b, Khan et al. 1996, Khan et al. 1999). La production de l’IFNγ 

et la cytotoxicité des cellules T CD8+ limitent la réactivation des kystes tissulaires (Suzuki et 

al. 1990, Suzuki et Remington 1990) dans la phase chronique de la toxoplasmose (Brown et 

McLeod 1990). Le transfert passif des cellules T CD8+ de souris immunisées à des souris 

immunodéprimées prévient la réactivation de T. gondii dans les souris chroniquement 

infectées (Khan et al. 1999, Khan et al. 1994).  

La première étape importante de l’activation des CD8+ est l’interaction de ces cellules avec 

les CPA et la reconnaissance d’un peptide présenté par les molécules de classe I du CMH. 

Récemment, plusieurs antigènes spécifiques de T. gondii ont été identifiés comme contenant 

des épitopes dominants reconnus après infection. Parmi eux des peptides provenant des 

protéines de granules denses GRA4 et GRA6, de rhoptrie ROP7 et d’une protéine sécrétée 

Tgd057 ont été caractérisés (pour revue Jordan et Hunter 2010). 

Des travaux récents effectués avec la souche avirulente cps1 ont permis d’étudier le 

mécanisme de protection mis en place après vaccination et de mieux caractériser les 

populations et sous populations CD8+ impliquées dans la réponse protectrice. Ces travaux 

montrent que la vaccination avec cette souche non virulente, non réplicative et non persistante 

induit une réponse protectrice CD8+ à long terme après une infection d’épreuve avec des 

souches de type I (Bzik and Fox 2002) et II (Gigley et al. 2009). La réponse protectrice est 

dépendante de l’IL12 et de l’IFNγ bien que la production systémique d’IFNγ ne soit pas 

nécessaire à la mise en place de la réponse et que seule la production au niveau local 

(péritonéal) soit suffisante. L’IL-12 dans ce système est nécessaire au développement des 

populations CD8 effectrices cytotoxiques (CTL) (Wilson et al. 2008) et des CD8+ mémoire 

(Wilson et al. 2009). La vaccination avec cps1 induit l’expansion de 3 sous populations de 

CD8+ effectrices au niveau local (péritoine) et au niveau systémique (rate) (Wilson et al. 

2008, Jordan et al. 2009). Ces sous populations sont différenciées par l’expression de 

marqueurs spécifiques en particulier l’expression plus ou moins forte de CD62L, de KLRG1 

(killer-like lectin receptor G1) et de CD127. Ces marqueurs ont été utilisés dans différents 

modèles d’infection et permettent de discriminer les sous populations naïves, effectrices et 

mémoires. Classiquement, lors d’une infection après activation les CD8 naïves prolifèrent et 
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se différencient en une population hétérogène composée de cellules effectrices différenciées 

appelées SLEC (short-lived effector cells) et de cellules précurseurs des cellules « mémoire » 

appelées MPEC (memory precursor cells). Après cette expansion initiale et cette 

différenciation, le «pool» de cellules activées se réduit par apoptose ne laissant subsister 

qu’une sous population de MPEC. CD62L est un marqueur lié à l’activation des T et KLRG1 

à la différenciation terminale en CTL. Les 3 populations induites après vaccination sont 

CD62LloKPRG1-, CD62LloKPRG1+ CD62LhiKPRG1+. Ces 3 populations expriment toutes le 

CD44 (marqueur d’activation spécifique d’antigène) et des niveaux variés de granzyme B (lié 

à l’activité cytotoxique) et d’IFNγ. Classiquement, les cellules CD62Llo KLRG1+ sont des 

SLEC, les CD62Lhi sont des précurseurs des cellules T mémoire central (TCM).  

 

b. Lymphocytes T CD4+ 

Plusieurs populations des cellules T CD4+ existent dont les cellules Th (Helper T Cells) et 

Treg. Entre les cellules Th, plusieurs sous populations ont été identifiées qui sont les Th1, 

Th2, Th17 (Zenewicz et al. 2009) (Fig. 4). Globalement, la réponse induite par T. gondii est 

du type Th1.  

Cellules de type Th1 

Les lymphocytes T CD4+ résidents de la lamina propria : 

Les lymphocytes CD4+ résidents de la lamina propria sont les premiers à participer à la 

réponse adaptative dans l’infection orale à T. gondii. Ils sont stimulés par l’IL-12 produite par 

les CPA. Selon la souche de souris infectée, on peut observer des différences dans la réponse 

de type Th1 induite (McLeod et al. 1984). Les souris C57BL/6 (naturellement sensibles à la 

toxoplasmose) meurent d’une iléite après une infection orale avec une dose supérieure à 10 

kystes. La mortalité chez les souris C57BL/6 due à la surproduction des cytokines de type 

Th1 a lieu une dizaine de jours post infection. Les souris développent une nécrose massive 

des villosités intestinales et des cellules des muqueuses intestinales. Les souris qui sont 

naturellement résistantes à la toxoplasmose (CBA/J, Balb/c), ne développent pas l’iléite en 

dépit de la multiplication parasitaire dans les intestins (Liesenfeld et al. 1996). En utilisant des 

souris déficientes en cellules T CD4, T CD8, Tαβ ou Tγδ, Liesenfeld et al. (1996 et 1997) ont 

identifié les cellules T CD4+αβ+ comme responsables de la nécrose. Cette pathologie est 

accompagnée d’une augmentation du pourcentage de CD4+ dans la lamina propria mais pas 
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dans l’épithélium à J7 post infection (Liesenfeld et al. 1999, Mennechet et al. 2002). Dans les 

souris C57BL/6, les cellules CD4+ de la lamina propria produisent des cytokines 

inflammatoires très importantes (IFNγ, TNFα), et l’enzyme inductible (NO synthase) 

(Liesenfeld et al. 1996, Khan et al. 1997). La surproduction de toutes ces molécules est 

impliquée dans la nécrose intestinale. Les souris ne développent pas de nécrose si elles sont 

traitées avec des anticorps neutralisants l’IFNγ, le TNFα, ou avec l’aminoguanidine (un 

inhibiteur d’iNOS) (Liesenfeld et al. 1996). De même les souris IFNγ KO ne développent pas 

d’iléite mais succombent suite à une parasitémie trop importante (Liesenfeld et al. 1999). Les 

souris déficientes en iNOs ne développent pas non plus de nécrose intestinale, indiquant le 

rôle critique du NO dans la pathologie intestinale des souris infectées (Khan et al. 1997). La 

co-culture des CD4+ isolées de la LP de souris infectées avec des cellules épithéliales 

(primaires ou provenant de lignées) augmente la production de plusieurs chimiokines 

inflammatoires (Mennechet et al. 2002). Ces cytokines et chimiokines inflammatoires 

provoquent le développement d’une iléite aiguë et létale (Mennechet et al. 2002). Le 

développement de l’iléite est accompagné d’une diminution de cellules CD4+ Foxp3+ 

régulatrices dans de nombreux compartiments dont la LP (Oldenhove et al. 2009). 

Cellules CD4+ Th1  

Chez la souris les deux populations CD4 et CD8 ont un rôle protecteur dans la toxoplasmose 

aiguë et chronique. La déplétion avec des anti-CD4 ou CD8 pendant la phase chronique avec 

la souche ME49 résulte dans la réactivation partielle de la toxoplasmose (Gazinelli et al. 

1992). Cependant, des études de transfert de cellules dans des souris "nude" montrent le rôle 

primordial des cellules CD8+ dans le contrôle du parasite et la survie des souris. Les CD4+ 

auraient plus un rôle helper et dans certaines circonstances ils sont impliqués dans 

l'immunopathologie induite comme par exemple dans la toxoplasmose oculaire ou encore 

l'iléite induite chez les C57BL/6.  

Les cellules CD4+ ne jouent pas de rôle dans la réponse secondaire après la vaccination. En 

effet, chez des souris vaccinées avec les souches atténuées ts4 (Gazzinelli et al.2001) ou cps1 

(Gigley et al. 2009, Jordan et al. 2009) la déplétion avec un anti-CD4 avant l'infection 

d'épreuve n'a pas d'effet sur la protection. Par contre, si la déplétion a lieu pendant la 

vaccination, elle inhibe la mise en place de la réponse protectrice (Gazzinelli et al. 2001, 

Jordan et al. 2009). Des résultats similaires étaient obtenus par Denkers et al. (1996) qui 

montrent que la réponse T CD8+ reste partielle en absence des cellules T CD4+. Donc pour 
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une réponse complète, les cellules CD4+ sont nécessaires (Denkers et al. 1996). Après 

vaccination avec la souche cps1 exprimant OVA, la déplétion des CD4+ induit la diminution 

du nombre de CD8+ spécifiques d’antigène en particulier les cellules KLRG1+ qui 

représentent les cellules CD8+ effectrices. Les cellules T CD4+ sont également nécessaires 

pour l’activité cytotoxique et l’activité fonctionnelle optimale des cellules T CD8+ cérébraux 

spécifiques d’antigène, et ceci dans la phase aiguë aussi bien que dans la phase chronique 

(Lütjen et al. 2006).  

Le rôle des CD4 serait également important pour le maintien de la réponse cytotoxique des 

CD8+. Bien que les souris déficientes en cellules CD4+ aient un taux normal de cellules T 

CD8+ cytotoxique, et d’IFNγ, la fréquence des CTL CD8+ de ces souris CD4-/-, diminue 

significativement après 180 jours d’infection (Casciotti et al. 2002). De plus ces souris 

recevant une infection d’épreuve 180 jours après la primo-infection meurent alors que quand 

l’épreuve a lieu 90 jours après la primo-infection, elles survivent. 

Le rôle des CD4+ semble donc important dans la mise en place de la réponse effectrice CD8+ 

et aussi dans le maintien de cette réponse. La production d’IL2 par les CD4 a été montrée 

comme l’un des facteurs essentiels pour l’induction de la réponse CD8 effectrice. La cytokine 

IL-2 a un rôle très important dans la protection des souris dans la toxoplasmose aiguë. Les 

souris C57BL/6 IL2KO sont hautement sensibles et meurent après une infection sublétale 

avec une souche de type II de T. gondii. La mortalité de ces souris IL-2KO est accompagnée 

d'une diminution de l’IFNγ sérique et une parasitémie plus forte que dans les souris témoins. 

Bien que la production d’IL-12 soit normale chez ces souris IL-2KO, l’ajout d’IL-2 seul ou 

combiné avec IL-12 ne restaure pas la synthèse de l’IFNγ par les splénocytes. C’est 

l’incapacité de ces souris à produire de l’IFNγ due à l’absence de l’IL-2 qui est derrière cette 

haute sensibilité (Villegas et al. 2002). In vitro, il a été montré que seules les CD4+ et pas les 

CD8+ de souris vaccinées par ts4 produisaient de l'IL2. La production d’IL-2 par ces cellules 

CD4+ serait nécessaire pour l'induction de la production d'IFNγ par les cellules CD8+, ce qui a 

été établi dans des essais de déplétion et la vaccination par Gazzinelli et al. (1991). Un autre 

rôle majeur de l'IL2 a été montré récemment, par Oldenhove et al (2009) qui ont montré 

qu'une diminution de la production d’IL-2 entrainait une diminution significative du nombre 

des cellules Treg (CD4+CD25+Foxp3+) chez les souris C57BL/6 souffrant d’iléite. La 

conséquence de cette chute du nombre de Treg étant la mort quelques jours plus tard des 

souris. 
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Les cellules CD4+ seraient également les principales cellules productrices de cytokines 

régulatrices comme l'IL10.  

La déplétion de cellules T CD4+ utilisant l’Ac anti-CD4 ou la délétion de CMH-II dans les 

souris C57BL/6 n'induit pas de nécrose après infection (Liesenfeld et al. 1996). De plus, des 

souris IL-10KO meurent d’une iléite après une infection orale avec une dose subléthale de la 

souche ME49 de type-II de T. gondii. Les souris IL-10KO souffrent également d’une 

inflammation sévère cérébrale létale avec le développement de nombreux foyers de nécrose 

ainsi que des infiltrats péri vasculaires (Wilson et al. 2005). Les injections des anticorps anti-

CD4, anti-IFNγ, anti-IL-12 prolongent la survie de ces souris IL-10KO, montrant le rôle 

régulateur important de l’IL-10 dans la toxoplasmose (Gazzinelli et al. 1996, Suzuki et al. 

2000a). Diverses études ont montré que les cellules CD4+ pourraient être les sources majeures 

de l'IL10 dans la toxoplasmose. Une délétion spécifique du gène codant pour l'IL10 dans les 

cellules CD4 est suffisante pour entrainer une susceptibilité à la toxoplasmose induite par voie 

orale. Les travaux de Jankovic et al. (2007) montrent que ce sont les cellules CD4+ Foxp3- qui 

produisent l'IL10. De plus, ces mêmes cellules produisent également l'IFNγ ce qui implique 

que ces deux cytokines antagonistes sont produites par la même cellule. 

Les cellules CD4+ ont aussi un rôle dans la réponse humorale contre la toxoplasmose. Les 

souris CD4KO sont moins résistantes contre la toxoplasmose par rapport aux souris sauvages. 

Les souris déficientes des cellules CD4+ ont une charge parasitaire cérébrale plus élevée et 

vivent moins longtemps que les souris témoins sauvages après une infection par voie orale 

avec des kystes de la souche ME49. Après vaccination avec la souche ts-4 de T. gondii, ces 

souris montrent une réponse immunitaire détériorée face à une épreuve avec les tachyzoïtes de 

RH. De plus, la production d’IgG2a est diminuée dans les souris déficientes de CD4+. Bien 

que les souris déficientes en CD4+ aient un taux normal de cellules CD8+, mais elles ont 

besoin des cellules CD4+ pour développer une réponse humorale plus efficace contre le 

parasite et aussi pour diminuer la charge parasitaire cérébrale (Johnson et Sayles 2002).  
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Figure 4: Différenciation des cellules CD4+ en différentes populations cellulaires  

d’après Sakaguchi et al. 2008. Différenciation des cellules T naïves en cellules Treg ou 

cellules TH1, TH2 ou TH17. Les cytokines nécessaires à la différenciation des cellules T 

naïves sont indiquées par les flèches. Les facteurs de transcription Tbet, Runx3, GATA3, ou 

RORγt sont nécessaires pour la différenciation des cellules T naïves en cellules TH1, TH2 ou 

TH17, respectivement.  

nTreg, iTreg et RA signifient cellules Treg naturelles, cellules Treg induites et acide 

rétinoïque. 
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Cellules de type Th17 

Les lymphocytes qui sécrètent les cytokines IL17A, IL17F, IL21, TNFα, sont classés dans la 

catégorie de cellules de type Th17 (Liang et al. 2006, Nurieva et al. 2007). Le TGFβ 

augmente l’expression du récepteur de l’IL-23 (IL-23R) et favorise la différenciation des 

cellules de type Th17. Elles sont capables d’induire l’infiltration des neutrophiles et de réagir 

contre les bactéries pathogènes extracellulaires (Ye et al. 2001, Kolls et Lindén 2004). 

L’impact des cellules de type Th17 est assez complexe et dépend du type de cytokine produite 

par ces cellules dans une condition donnée (Volpe et al. 2008). Il y a des résultats 

contradictoires concernant le  rôle des cellules Th17 dans la toxoplasmose. Une étude montre 

l’importance de la signalisation via IL17/IL17R après infection par voie orale de souris 

C57BL/6 IL17R-/- dans la protection (Kelly et al. 2005) mais l’autre étude montre un effet 

délétère dans le même modèle d’infection (Guiton et al. 2010). Kelly et al. (2005) montrent 

que des souris IL17R-/- sont plus sensibles à l’infection par voie orale que les souris 

sauvages. Guiton et al (2010) montrent que la neutralisation de l’IL-17 protège partiellement 

les souris pendant la toxoplasmose aiguë en particulier contre la réponse inflammatoire sévère 

observée chez les souris C57BL/6. Le point commun entre les deux études est le recrutement 

défectueux des neutrophiles au site d’infection des souris IL17R-/- ; dans un modèle, il est 

mortel (Kelly et al. 2005) et dans l’autre il est protecteur (Guiton et al. 2010). 

b. Cytokines et chimiokines 

Ainsi la résistance à la toxoplasmose (soit aiguë soit chronique) dépend fortement de 

l’immunité cellulaire, et en particulier de la production d’IL-12 et d’IFNγ. Les autres 

cytokines comme le TNFα, le TGFβ, l’IL-10 et les chimiokines comme le MCP-1 jouent aussi 

des rôles importants dans la réponse immune contre la toxoplasmose. 

a. IL-12 

L'IL-12 est une des premières cytokines produite dans la phase aiguë de la toxoplasmose. Les 

tachyzoïtes de T. gondii activent des cellules dendritiques (CD) qui, après activation, migrent 

vers les organes secondaires lymphoïdes (Banchereau et Steinman 1998). L’activation des CD 

par les tachyzoïtes de T. gondii se fait par l’interaction entre le récepteur cellulaire CCR5 des 

CD et son ligand parasitaire la cyclophiline du parasite (Denkers et al. 2003, Aliberti et al. 

2000). Après l’interaction du CCR5 avec la cyclophiline, les CD activées produisent l’IL-12 

(Denkers et al. 2003, Aliberti et al. 2000). La stimulation des TLR par T. gondii peut aussi 

induire la production d’IL-12 via la voie de signalisation de MyD88 car la production d’IL-12 



61 

 

est diminuée chez les souris MyD88KO (Scanga et al. 2002) de la même façon que chez les 

souris CCR5KO (Aliberti et al. 2000).  

L’IL12 contrôle la production de l’IFNγ bien qu’un mécanisme IL12-indépendant existe 

également (Scharton-Kersten et al. 1996). L’IL12 est également essentielle pour la 

différenciation des CD8+ effecteurs KLRG1+ en CTL et la production d’IFNγ par ces CTL 

(Wilson et al. 2008). 

b. IFNγ 

La cytokine l’IFNγ joue un rôle majeur dans la protection des souris contre T. gondii. En 

effet, l’injection de l’anticorps anti-IFNγ provoque la mort des souris dans la phase aiguë de 

la toxoplasmose (Suzuki et al. 1988) ainsi qu'en phase chronique après réactivation. De plus, 

l'injection d'IFNγ empêche les encéphalites dues à la réactivation des kystes dans les lignées 

de souris sensibles comme les CBA/Ca. L’IFNγ est produit par différents types des cellules 

du système immunitaire. Les cellules "Natural Killer" (Gazzinelli et al. 1993) produisent 

l'IFNγ dans la phase précoce de l'infection puis ce sont les lymphocytes T CD4+ et CD8+qui 

sont les principales sources d'IFNγ (Gazzinelli et al. 1991, Suzuki et al. 1988, Scharton-

Kersten et al. 1997 et 1997a).  

Différentes études décrivent les mécanismes de protection induits par l’IFNγ. La 

neutralisation de l’IFNγ bloque l’activation des macrophages (Suzuki et al. 1988). L’IFNγ 

provoque la dégradation du tryptophane dans les cellules infectées soit hématopoïétiques ou 

non hématopoïétiques et donc contrôle la croissance du parasite (Silva et al. 2002). Les 

cellules épithéliales intestinales de l’Homme activées par l’IFNγ peuvent inhiber in vitro la 

réplication de T. gondii (Dimier et Bout 1998). L’IFNγ active la production d’oxyde nitrique 

par les macrophages et en combinaison avec le TNFα limite la réplication du parasite (Adams 

et al. 1990, Langermanns et al. 1992).  

La délétion du gène de l’IFNγ chez les souris C57BL/6 provoque une énorme augmentation 

d’infectivité de T. gondii dans le rectum et le sang (Kobayashi et al. 1999). Les souris Balb/c 

déficientes en IFNγ développent une encéphalite toxoplasmique en dépit de taux normaux 

d’ARNm de TNFα et iNOS (Suzuki et al. 2000). Par contre, la surproduction de l'IFNγ a été 

montrée comme responsable des dommages tissulaires entrainés lors d'une iléite induite après 

l'infection par voie orale avec une souche de type II des souris C57BL/6. L’IFNγ produite 

dans les intestins peut induire l’apoptose des cellules T (Liesenfeld et al. 1997) 

La surproduction d'IFNγ est également impliquée dans la mortalité des souris après infection 

par une souche de type I (Mordue et al. 2001). Donc d’un côté l’IFNγ a un rôle très important 
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dans l’inhibition de la croissance du parasite chez une souche de souris résistante à la 

toxoplasmose mais d’autre côté, l’énorme production de la même cytokine inflammatoire peut 

devenir mortelle pour la souris C57BL/6, une souche de souris sensible à l’infection avec T. 

gondii de type-II (Liesenfeld et al. 1996) ou lors d’infection avec les souches virulentes de 

type I.  

c. IL-10 

L’IL-10 est produite par divers types cellulaires (cellules T et B, macrophages, cellules 

épithéliales). Cette cytokine joue un rôle essentiel pour la survie des souris dans la phase 

aiguë de la toxoplasmose dans un modèle létale d'iléite après une infection avec une souche 

de type II. Les souris IL10KO infectées avec une dose sublétale de kystes ne contrôlent plus 

les réponses inflammatoires et meurent d'une nécrose du foie et des intestins due à une 

surproduction d'IFNγ et de TNFα et corrélée à une augmentation du nombre des cellules T 

CD4+ (Gazzinelli et al. 1996). Les souris IL-10KO développent aussi une encéphalite létale 

caractérisée par une infiltration de CD4+ et de macrophages et une production très élevée des 

cytokines inflammatoires. La déplétion partielle des cellules T CD4+ réduit la sévérité de 

l’inflammation et diminue aussi l’encéphalite létale chez ces souris (Wilson et al. 2005). Les 

études in vivo ont identifié une population des cellules T régulatrices Foxp3+RORt+ comme 

productrice principale de l’IL-10 (Lochner et al. 2008). Les macrophages et les cellules T 

CD4+ infiltrées dans le cerveau pendant la toxoplasmose sont aussi des producteurs 

importants d’IL-10 dans le cerveau. La production d’IL-10 régule la production de l’IL-12, 

l’IFN γ, le TNFα et l’IL-6 par les cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques du 

cerveau.  

Etant donné son rôle inhibiteur, l'IL10 a été proposé comme un des facteurs impliqué dans la 

virulence du parasite. Cependant l'infection de souris Balb/c IL10-/- ou sauvages par une 

souche virulente RH ne montre aucune différence entre ces souris. Les deux groupes de souris 

produisent des quantités comparables d'IFNγ et d'IL12 et montrent des charges parasitaires 

comparables et des courbes de mortalité similaires (Wille et al. 2001). De même, l'IL10 ne 

serait pas impliquée dans la réponse mémoire. Les souris IL10KO vaccinées avec une souche 

de type I ou II survivent à une infection d'épreuve (Wille et al. 2004) et produisent une 

réponse Th1 comparable à celle des souris sauvages. 

 



63 

 

d. TNFα 

La production de TNFα dans la toxoplasmose est induite par la stimulation des macrophages. 

Les macrophages stimulés in vitro avec les glycosylphosphatidylinositols (GPIs) de T. gondii 

(Debierre-Grockiego et al. 2003) via le TLR2 et le TLR4 (Debierre-Grockiego et al. 2007) 

produisent du TNFα. Le TNFα a un rôle protecteur ou immunopathologique dans la 

toxoplasmose. Le rôle protecteur du TNFα a été montré dans une étude qui décrit une 

mortalité importante des souris B6 après l’injection de l’anticorps anti-TNFα pendant la 

toxoplasmose (Johnson 1992a). D’autre part, l’injection de l’anticorps anti-TNFα pendant la 

toxoplasmose inhibe la nécrose des intestins après une infection orale chez ces mêmes souris 

C57BL/6 (Liesenfeld et al. 1999). 
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D. Cellules T régulatrices 

Les cellules T régulatrices (Treg) sont les cellules qui régulent les réponses immunitaires 

indésirables. A ce jour, plusieurs fonctions des cellules Treg ont été proposées comme le 

maintien de la tolérance pour empêcher les maladies auto-immunes, pour diminuer l’allergie, 

et l’immunopathologie induite par un pathogène, pour maintenir la tolérance fœto-maternelle 

et la tolérance orale.  

I. Fonctions des Treg 

Le premier rôle décrit des cellules Treg était la tolérance contre le soi. Ces cellules 

maintiennent la tolérance dans le corps et empêchent le développement des maladies auto-

immunes. Elles induisent la tolérance contre les antigènes alimentaires (tolérance orale) et ont 

également un rôle dans le développement de la tolérance fœto-maternelle. 

L’immunopathologie induite par les pathogènes est contrôlée également par les cellules Treg. 

Ces sont les cellules Treg qui empêchent l’élimination des bactéries commensales par le 

système immunitaire (Sakaguchi et al. 2009, Corthay 2009, Ohkura et Sakaguchi 2010). 

II.  Historique 

Bien que l’idée de tolérance soit apparue en 1911, ce n’est qu’en 1972 quand Gershon et al. 

(1972) ont pu transférer la tolérance infectieuse via le transfert des cellules à des souris 

receveuses naïves que des cellules T ayant une activité suppressive ont été mises en évidence. 

Gershon et al. (1972) les ont appelées les cellules T suppresseur « Suppressor T Cells » (Ts) 

pour les distinguer des cellules T helper. Peu après, CD8 (Lyt-2, 3+) était identifié comme un 

marqueur de ces cellules Ts. La notion de cellules Ts a cependant été abandonnée à la fin des 

années 1980 par manque de marqueurs phénotypiques caractéristiques des cellules possédant 

l’activité suppressive ne permettant pas une caractérisation de cette sous population. 

Dans les années 1970 et la première moitié de la décennie de 1980, beaucoup d’études ont été 

faites pour caractériser les cellules Ts CD8+ mais dans la dernière moitié de la décennie de 

1980, ces études ont été freinées à cause de publications contenant des résultats 

contradictoires (Kapp et Bucy 2008).  

Il est connu maintenant qu’il y a des cellules possédant des activités régulatrices dans les deux 

grandes populations de cellules T CD8+ et CD4+ (Sakaguchi et al. 1995). Le pourcentage de 
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cellules Treg est variable dans ces deux populations cellulaires. Mais depuis une quinzaine 

d’années, les études sur les cellules ayant une activité suppressive ont augmenté 

exponentiellement avec la mise en évidence d’un marqueur intracellulaire spécifique d’une 

population majoritaire de T régulatrice la protéine Foxp3. De nombreuses autres cellules 

exprimant ou n’exprimant pas Foxp3, des cellules CD8+, NK γδ ont aussi montré des activités 

suppressives.  

Mais la population la mieux caractérisée actuellement reste la population CD4+Foxp3+ et nous 

nous intéresserons principalement à ces cellules. 

 

III.  Différentes populations de Treg 

1. Treg CD4+ 

Les cellules Treg CD4+ peuvent être divisées en deux catégories selon les marqueurs de 

surface et ou selon le profil des cytokines qu’elles produisent, ou selon leur origine : les 

cellules Treg naturelles (nTreg) et les cellules Treg acquises ou adaptatives (aTreg) (Wan et 

Flavell 2008). 

a. Cellules Treg naturelles (nTreg) 

Les cellules T régulatrices naturelles (nTreg) sont produites dans le thymus comme une 

population distincte des cellules T CD4+CD8-. Feuerer et al. (2009) les nomment les cellules 

Treg thymiques ou tTreg (Feuerer et al. 2009).  

 Elles sont caractérisées phénotypiquement par l’expression de CD25 et de Foxp3 et 

représentent  environ 10-15% de la population CD4+ chez la souris naïve. 

b. Cellules Treg acquises ou adaptatives (aTreg) 

Les cellules T conventionnelles quand elles acquièrent une fonction régulatrice, sont appelées 

les cellules Treg acquises ou adaptatives (aTreg). Feuerer et al. (2009) les appellent également 

les cellules Treg converties (convTreg). Il y en a deux types : Tr1 et Th3. Les cellules 

CD4+Foxp3+CD25+ induites en périphérie sont aussi appelées aTeg ou Treg induite (iTreg) 

(Curotto de Lafaille et Lafaille 2009).  
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a. Tr1  

Les cellules Treg de type Tr1 sont caractérisées par la production de fortes quantités d’IL-10 

et de TGFβ. Ces cellules possèdent une activité suppressive inhibant les cellules T effectrices 

dans une manière spécifique de l’antigène.  

Historiquement, Groux et al. (1997 et 1997a) ont réussi à cloner des cellules CD4+ ayant un 

profil de sécrétion de cytokines différents des clones classiques TH : TH1 ou TH2. Ces clones 

ont été induits à partir de cellules naïves de souris exprimant un récepteur T (TCR) spécifique 

de l’ovalbumine (OVA) après stimulation in vitro avec l’antigène spécifique (OVA) et de 

l’IL10. Ces clones produisent de fortes quantités d’IL10, de TGFβ, de l’IL5 et des faibles 

quantités d’IL2. In vitro elles avaient toutes les caractéristiques de Treg. Des transferts in vivo 

dans un modèle murin de colite ont montré leur rôle protecteur in vivo. De tels clones ont 

également été dérivés de cellules humaines ex vivo en présence d’IL10.  

Leur activité suppressive est liée à la forte production d’IL10 et de TGFβ et un mécanisme 

dépendant de contact cellulaire a également été évoqué (Weiner 2001). 

La différenciation de ces cellules est dépendante de l’IL10. L’induction des cellules Tr1 est 

spécifique de l’antigène mais une fois induites par un antigène spécifique, elles peuvent 

exercer leur activité suppressive contre des cellules ayant une spécificité antigénique autre (ou 

effet « bystander »). 

Ces cellules Tr1 sont impliquées dans la tolérance aux antigènes du soi, aux allergènes (venin, 

chat, nickel) mais également à la tolérance orale induite par des faibles doses d’antigènes. 

Elles ont un rôle important dans la tolérance aux allogreffes et greffes d’organes solides. Elles 

ont également été retrouvées dans des infections par les helminthes et dans des tumeurs. 

 

Aucun marqueur phénotypique particulier n’a été jusqu’à présent associé à ces cellules. Elles 

n’expriment pas CD25 ni Foxp3 ce qui laisse supposer qu’elles ne sont pas liées aux nTreg. 

Une étude récente décrit un type des cellules CD4+Foxp3-CD25- comme des cellules T 

régulatrices. Ces cellules sont LAG3+ (lymphocyte activation gene 3), IL-10+ et Egr2+ (Early 

Growth Response Gene 2) mais elles n’expriment pas les marqueurs CD25 et Foxp3. Egr2 est 

un facteur de transcription qui joue un rôle clé dans l’induction de l’anergie (Okamura et al. 

2009). Le lien entre ces cellules et les cellules Tr1 est actuellement à l’étude puisque ces 

cellules produisent des quantités importantes d’IL10 sous la dépendance d’Egr2 et bien que ne 

produisant pas de quantités détectables d’IL5 et de TGFβ elles pourraient produire ces 

cytokines dans des conditions d’activation maximale.  
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b. Th3  

Les cellules Treg de type Th3 sont induites à partir de cellules T CD4+ naïves après 

l’ingestion d’un antigène par voie orale, induisant la tolérance orale.  

Historiquement, des cellules ayant une activité suppressive ont été isolées lors de recherche 

concernant l’induction de la tolérance orale dans un modèle d’encéphalite expérimentale auto-

immune (EAE) (Chen et al. 1994, Stock et al. 2004) chez la souris. Ces cellules comme les 

Tr1 ont été clonées et il a été montré qu’elles produisaient de fortes quantités de TGFβ. Elles 

ont été dénommées TH3 (Chen et al. 1994). Il apparait maintenant que l’une des 

caractéristiques de ces cellules TH3 est l’expression d’un peptide appelé « LAP » (latency 

associated peptide). Chez l’Homme, une population régulatrice de cellules T CD4+, a été 

identifiée exprimant le LAP (latency associated peptide), CD69 et le TGFβ membranaire. Ces 

cellules CD4+LAP+CD69+ TGFβ+ sécrètent de l’IL8, de l’IL9, de l’IL10, de l’IFNγ et du 

TGFβ après activation. Leurs activités suppressive dépendent le TGFβ et l’IL10 in vitro. 

L’activation in vitro des cellules CD4+LAP- génère les cellules Treg CD4+LAP+ (Gandhi et 

al. 2010). 

De même chez la souris, des cellules ayant une activité régulatrice et exprimant CD69 et un 

TGFβ membranaire ont été décrites Han et al. (2009). Alors que le CD69 est généralement 

considéré comme un marqueur d’activation, dans cette nouvelle population des cellules Treg, 

ce marqueur est lié aux activités régulatrices. Han et al. (2009) ont trouvé que presque 40% 

des cellules T CD4+ expriment CD69 chez les souris ayant des tumeurs progressives. Ces 

cellules expriment la chaîne β du R-IL2 (CD122) mais elles n’expriment pas le Foxp3, elles 

ne sécrètent aucunes des cytokines comme l’IL10, le TGFβ, l’IL2 et l’IFN γ. Elles expriment 

le TGFβ lié à leur surface. Ces cellules ont une activité suppressive contact dépendante. De 

façon intéressante, les cellules CD4+CD69+CD25- gardent leur activité suppressive même 

après la fixation chimique. De même, l’anticorps neutralisant le TGFβ bloque leur activité 

suppressive (Han et al. 2009). 

L’hypothèse actuelle concernant  ces cellules TH3 est que ce sont des cellules CD4+Foxp3-

LAP+ qui existent dans un compartiment périphérique et qui sont induites dans l’intestin après 

stimulation via le TCR par des antigènes ingérés par voie orale. Ainsi activées elles sont 

capables de réguler au niveau intestinal les cellules TH1 et TH2 et d’interagir avec les Treg 

Foxp3 (Weiner et al. 2011). 

L’induction des cellules Th3 est spécifique d’antigène mais une fois induites elles ont 

également comme les Tr1 une activité « bystander ».  
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2. Treg CD8+ 

Les cellules Treg CD8+ jouent un rôle important dans le contrôle de l’immunité intestinale, 

l’immunopathologie et l’auto-immunité. Elles sont aussi importantes dans le contrôle de 

l’immunopathologie dans l’œil, la production de la tolérance orale et dans la prévention de 

maladie GVHD et la prévention de rejet de greffe (Pomié et al. 2008). Les cellules Treg CD8+ 

naturelles sont produites dans le thymus et ensuite migrent dans la périphérie et les cellules 

Treg CD8+ induites (iTreg CD8+) sont converties dans la périphérie dans les différentes 

conditions inflammatoires et dans les différents organes (Pomié et al. 2008).  

Les cellules nTreg CD8+ de souris peuvent exprimer plusieurs marqueurs comme les cellules 

nTreg CD4+ par exemple CD25, CD122, Foxp3, CTLA4, GITR (Pomié et al. 2008). Les 

cellules iTreg CD8+ peuvent exprimer le Foxp3, CD25, CD75, CD11c (Pomié et al. 2008). 

Les cellules Treg CD8+Foxp3+ (naturelles et induites) expriment le marqueur CD103 et sont 

déficients pour la production de cytokine IFNγ par rapport aux cellules CD8+Foxp3-. Mais les 

cellules iTreg CD8+Foxp3+ ont une faible activité suppressive sur la prolifération des cellules 

T et sur la production de l’IFNγ. Donc les cellules Treg CD8+Foxp3+, en dépit d’avoir 

certains caractères développementaux et phénotypiques similaires aux cellules Treg 

CD4+Foxp3+, ne possèdent pas une forte activité suppressive (Mayer et al. 2011). 

Les cellules Treg CD8+ de souris peuvent produire IL10, IFNγ, TGFβ selon les différentes 

conditions inflammatoires (Pomié et al. 2008). Les cellules nTreg CD8+ de souris exprimant 

le marqueur CD122 produisent l’IL10 et l’IFNγ. Les cellules Treg CD8+CD28- produisent du 

TGFβ in vivo pour prévenir la colite (Pomié et al. 2008). 

Des cellules Tr1 CD8+ qui produisent de l’IL10 ont été décrites. Ces cellules sont anergiques, 

suppriment les réponses prolifératives via l’IL10, et peuvent être générées in vitro par la 

stimulation des cellules T CD8+ naïves avec des cellules dendritiques plasmacytoïdes activées 

ou des cellules dendritiques myeloïdes produisant de l’IL10 (Roncarolo et al. 2006).  
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La bibliographie suivante s’intéressera uniquement aux cellules Treg CD4+Foxp3+ 

IV.  Marqueurs des cellules Treg CD4+ Foxp3+ 

Les molécules impliquées dans l’identification et l’activité des cellules Treg sont décrites 

dans le tableau 2. 

1. Les marqueurs “classiques” 

a. Marqueur intracellulaire FoxP3 

En 1995, la définition phénotypique des Treg murines était basée sur l’expression du  

marqueur CD25 (Sakaguchi et al. 1995),  les cellules ayant une activité régulatrice exprimant 

de façon constitutive ce récepteur. Ce n’est qu’à partir de 2003 chez la souris puis chez 

l’Homme que Foxp3 est considéré comme le régulateur majeur du développement et de la 

fonction des cellules nTreg (Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003, Lahl et 

al. 2007, Kim et al. 2007, Ono et al. 2007). 

Foxp3 (Fork head box p3) est un facteur de transcription intracellulaire qui appartient à une 

famille de facteurs de transcription « fork-head/winged helix family of transcription factors » 

(Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003).  

Le rôle majeur du gène FOXP3 dans le maintien de la tolérance au soi a d’abord été montré 

chez la souris mutante « scurfy » (Brunkow et al. 2001) puis ensuite chez des patients atteints 

du syndrome « IPEX » (Bennett et al. 2001). IPEX est une maladie génétique mortelle 

entrainant de nombreux désordres auto-immuns (diabète de type1, thyroïdite, colite, anémie 

hémolytique). De même, les souris « scurfy » présentent des syndromes lymphoprolifératifs 

touchant de nombreux organes. Dans les 2 cas, des mutations dans le gène FOXP3 entrainent 

la perte de fonction de la protéine (scurfin) qu’il code. Les 4 différentes mutations non 

polymorphiques observé dans le gène FOXP3 humain changent un domaine de la protéine 

scurfin et perturbent des interactions avec l’ADN (Wildin et al. 2001) (Fig. 5).  

Des études de transfert de cellules, de surexpression ou d’extinction du gène Foxp3 ont 

ensuite confirmées ce rôle dans la différenciation et la fonction des Treg. 
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Tableau 2: Molécules importantes impliquées dans l’identification et l'activité des cellules 

Treg (modifié d’après Trzonkowski et al. 2009) 

Molécules Fonctions 

CD4 marqueur commun chez l’Homme et la souris pour identifier les 

cellules Treg.  

CD25 (IL2Rα) Chaîne α du récepteur pour l’IL2. Chez l’Homme seules les cellules 

CD4 ayant une haute expression de CD25 possèdent l’activité 

régulatrice 

CTLA-4 (CD152) CTLA-4 est un récepteur de surface le plus important pour l’activité 

suppressive contact-dépendante des cellules Treg  

Foxp3  ou scurfin facteur de transcription 

marqueur intracellulaire le plus fiable à ce jour  

CD122 (IL-2Rβ) Chaîne β du récepteur pour l’IL2 

Nécessaire pour l’induction de l’expression intracellulaire de Foxp3 

pendant leur développement thymique et dans la périphérie. 

GITR régulateur négatif des fonctions des cellules Treg. L’anticorps agoniste 

anti-GITR abroge la fonction suppressive de cellules Treg humain. 

CD28 Nécessaire pour le développement et l’homéostasie de cellules Treg 

IL-10 cytokine ayant une activité suppressive forte.  

Sécrétée principalement par les cellules Tr1 mais aussi par les autres 

cellules Treg 

TGFβ cytokine ayant une activité suppressive forte.  

Sécrétée principalement par les cellules Th3 mais aussi par les autres 

Treg. Sa forme membranaire sur les cellules Treg est impliquée dans la 

suppression des cellules NK. 

CD62L Selectine qui permet aux lymphocytes de passer via les organes 

lymphoïdes ; les cellules Treg exprimant CD62L sont naïves et ont une 

activité suppressive plus forte que les cellules Treg CD62L- 

CCR7 les cellules Treg exprimant CCR7 sont une sous population naïve avec 

une activité suppressive très forte 

CD45RA marqueur des lymphocytes naïfs ;  

son expression sur la population de cellules Treg est liée à une haute 

capacité suppressive  
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Molécules Fonctions 

CD39 ectonucléotidase exprimée par les Treg 

dégrade l’ATP extracellulaire en AMP qui ensuite peut être catabolisé 

en adénosine avec une activité suppressive 

CD73 ectonucléotidase exprimé par les Treg 

l'adénosine résultant de son activité enzymatique a une activité 

suppressive  

Molécules 

d’adhésions  

et les intégrines 

ICAM-1 (CD54), Integrines LFA-1 (CD11a/CD18), α4β7 (LPAM-1), 

αEβ7 (CD103) et α4β1 (CD49d/CD49) : forte expression des molécules 

d'adhésion et intégrines, augmentent la capacité de contact des cellules 

Treg aux autres cellules et leur localisation aux sites inflammatoires 

CD95 (Fas) Les cellules Treg expriment Fas juste après isolement et sont plus 

sensibles à la mort cellulaire médiée par Fas ; les cellules Treg aussi 

expriment FasL et sont capables d’induire l’apoptose des monocytes et 

les cellules B via la voie de Fas/FasL  

CD223 (LAG3) Importante pour la suppression d’activité de cellules NK par les 

cellules Treg agissant via leur TGFβ membranaire ; n’est pas exprimée 

sur les cellules Treg en état de repos 

PDL1 L’expression de PDL1 sur les cellules Treg est associée avec 

l’induction de tolérance fœto-maternelle 

Toll-like 

récepteurs 

TLR4, TLR5, TLR8 chez l’Homme ; les signaux via ces récepteurs 

diminuent l’activité suppressive des cellules Treg mais stimulent leur 

prolifération 

CCR4 (et aussi 

CCR8 au niveau 

faible) 

Ligands pour CCL22, CCL17, CCL1 et vMIP-1, exprimées 

préférentiellement sur les cellules Treg, les ligands sont importants 

pour la mouvement des cellules Treg au sein des organes lymphoïdes et 

les tissus inflammés e.g. sites tumoraux 
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Les cellules T CD4+CD25+ périphériques et les thymocytes CD4+CD25+CD8- chez les souris 

normales expriment Foxp3. Les souris déficientes en Foxp3 et les souris Scurfy ont peu de 

cellules CD4+CD25+, et l’inoculation des cellules CD4+CD25+ à partir des souris normales, 

empêche l’inflammation systémique grave chez les souris Scurfy (Fontenot et al. 2003). 

Réciproquement, chez les souris transgéniques avec une surexpression de Foxp3, le nombre 

de cellules T CD4+CD25+ est augmenté et les cellules T CD4+CD25- et les cellules T CD8+ 

exprimant Foxp3 montrent une activité suppressive in vitro (Khattri et al. 2003). Les études 

montrent que les cellules T Foxp3+ apparaissent peu de temps après la naissance et prouvent 

que le développement de maladie auto-immune/inflammatoire suit leur épuisement/déplétion 

(Lahl et al. 2007, Kim et al. 2007). 

La transduction rétrovirale du gène Foxp3 dans les cellules T CD4+CD25- peut convertir ces 

dernières en cellules TregCD4+CD25+ qui acquièrent une activité suppressive in vitro et 

empêchent le développement de maladie auto-immune comme l"‘IBD (Inflammatory Bowel 

Disease)"’in vivo (Hori et al. 2003). Dans les cellules T naïves, elle stimule l’expression de 

CD25 et d’autres molécules sur la surface de cellules Treg, telles que CTLA4 (cytotoxic T 

lymphocyte associated antigen-4) et GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-

related gene/protein) et réprime la production d’IL-2, d’IFNγ, et d’IL-4 (Ohkura et Sakaguchi 

2010). 

L’utilisation des souris DEREG transgéniques permettant la déplétion temporaire des cellules 

exprimant Foxp3 après injection de toxine diphtérique a permis de montrer le rôle des cellules 

Foxp3 dans de nombreuses pathologies. L’utilisation de souris exprimant une protéine de 

fusion GFP-Foxp3 a permis d’identifier les populations cellulaires exprimant Foxp3 (Fontenot 

et al. 2005a). L’expression de Foxp3 est restreinte aux cellules T α/β et est presque 

indétectable dans les cellules B, les macrophages et les CD. L’expression est également 

restreinte aux tissus lymphoïdes. Dans les ganglions mésentériques, l’expression est à plus de 

97% restreinte aux cellules CD4+.  

Cependant l’expression de Foxp3 n’est absolument ni nécessaire ni suffisante pour définir les 

cellules Treg (Feuerer et al. 2009). En effet certaines cellules avec des fonctions régulatrices 

sont Foxp3- (Tr1 par exemple). De plus, les cellules humaines après activation peuvent 

exprimer Foxp3.  

D’autres marqueurs supplémentaires sont donc utilisés pour caractériser et/ou purifier les 

cellules Treg.
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Figure 5: Les effets de l’absence des Treg chez la souris et chez l’Homme d’après Sakaguchi 

et al. 2008  

(A)°: Le rôle des Treg est montré par transfert de cellules contenant différentes proportions de 

cellules Treg. Les suspensions de cellules T provenant d’une souris normale sont transférées à 

des souris consanguines déficientes en cellules T (les souris « nude » athymiques) ne 

développent pas de maladie. Par contre, quand les cellules du donneur sont débarassées des 

cellules Treg, les souris receveuses développent des maladies autoimmunes et IBD 

(Inflammatory Bowel Disease) et rejettent les cellules tumorales. Au contraire, quand les 

cellules des donneurs sont enrichies en Treg puis transférées aux souris « nude » athymiques, 

les souris receveuses acceptent les greffes de peau allogènique. (B) : Les enfants mâles 

souffrent d’un syndrome IPEX (Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-

linked syndrome). Les mères portent des défauts sur le gène FOXP3 porté par le chromosome 

X et ont soit un nombre réduit de cellules Treg soit une mosaïque des cellules Treg normales 

et de cellules Treg défectueuses à cause d’une inactivation aléatoire sur le chromosome X. 

Les cercles bleus et jaunes indiquent les cellules Treg et Teff intacts, respectivement. Les 

cercles bleu clair indiquent les cellules Treg non fonctionnels. (C) : Les cellules Treg Foxp3+ 

naturelles sont produites dans le thymus et inhibent le développement des cellules Teff à 

partir des cellules T naïves.  
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2. Marqueurs membranaires 

Les marqueurs le plus utilisés pour distinguer les cellules Treg sont CD25, CTLA4, GITR, 

LAG-3, CD127 dont tous sont membranaires sauf Foxp3 qui est intracellulaire (Fig. 4) 

(Sakaguchi et al. 2008). Corthay (2009) décrit que tous ces marqueurs ne sont pas strictement 

spécifiques des cellules Treg car la plupart d’entre eux sont aussi exprimés par les cellules T 

activées.  

a. CD25 

L’identification d’une population lymphocytaire CD4+ exprimant la chaîne α du récepteur 

pour l’interleukine-2-recepteur ou CD25 ayant un rôle très important dans le développement 

et la protection des maladies auto-immunes chez la souris (Sakaguchi et al. 1995) a ouvert la 

voie aux recherches sur les cellules Treg. Quand les souris Balb/c athymiques « nude » 

reçoivent des lymphocytes T CD4+CD25- à l’origine des souris Balb/c nu/+, elles développent 

immédiatement des maladies auto-immunes comme par exemple une gastrite, thyroïdite, 

sialoadénite, adrénalite, oophorite, glomérulonéphrite, polyarthrite et GVHD (Graft versus 

host like disease). Les cellules CD4+CD25+ inhibent le développement de ces maladies auto-

immunes. Les souris recevant des cellules CD4+CD25- ont montré des réponses immunes très 

fortes aux greffes de peaux et aux vaccins protéiques mais le transfert des cellules 

CD4+CD25+en même temps que les cellules CD4+CD25- ont bloqué le développement des 

maladies auto-immunes. Ces résultats ont montré que les cellules CD4+CD25+ ont un rôle 

important dans le développement de la tolérance chez la souris (Sakaguchi et al. 1995). 

Le récepteur de la cytokine IL2 (IL2R) contient trois chaines : la chaine alpha (CD25), la 

chaine beta (CD122) et la chaine gamma (CD132) qui est commune à d’autres récepteurs de 

cytokine comme l’IL15. L’IL2R est exprimé constitutivement par les cellules nTreg et par les 

cellules T activées par l’antigène (Malek et Castro 2010). Après fixation de l’IL2 sur la chaine 

α, il y a formation d’un complexe binaire, IL2Rα-IL2. Ce complexe conduit à un changement 

de conformation de l’IL2, ce qui augmente son association avec la chaine β formant un 

complexe tertiaire contenant IL2Rα-IL2Rβ-IL2. Ce nouveau complexe forme ensuite une 

faible association avec la chaine γ produisant une structure quaternaire formant le récepteur de 

haute affinité (Malek et Castro 2010). 

Chez la souris, les cellules T CD4+ périphériques qui expriment CD25+, sont à plus de 90% 

des cellules Treg. CD25 est exprimée sur la surface des cellules nTreg constitutivement 

(Sakaguchi 2004). Dans les cellules de rate de souris naïves, cette population de cellules 
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CD4+CD25+ représente 10% des cellules CD4+. Cependant, dans cette population 

CD4+CD25+ seulement 60% coexpriment le Foxp3 (Fontenot et al.2005) et donc 40% sont 

CD25lowFoxp3+. Il a été montré que les deux populations CD25+ et CD25low avaient une 

activité suppressive. Cette population CD25lowFoxp3+ pourrait représenter une population de 

Treg effectrice ou tissulaire puisqu’elle est fortement représentée dans les poumons. 

 

Chez l’humain, cette population CD4+CD25high représente seulement 1 à 2% des cellules 

CD4+ et le nombre peut fluctuer énormément jusqu’à 30% des CD4+ ; de plus, ce n’est pas 

comme pour la souris une population homogène quand elle est visualisée par cytométrie en 

flux. De nombreux autres marqueurs ont donc été cherchés pour les Treg humains. 

De plus, si CD25 est un bon marqueur pour les cellules Treg de souris, le fait qu’il soit aussi 

exprimé par toutes les cellules T en état d’activation rend difficile la différenciation entre les 

cellules Treg et cellules T activées dans des modèles infectieux ou lors de pathologie auto-

immunes ou d’autres cellules (NK, lymphocytes B et T) peuvent être activées et exprimer 

CD25.  

b. CTLA4 (CD152) 

CTLA4 (Cytotoxic T lymphocyte Associated Antigen 4) est un récepteur qui présente 28% 

d’homologie au niveau protéique avec le CD28 et qui se fixe sur les mêmes ligands B7-1 et 

B7-2 des CPA (Bour-Jordan et Bluestone 2009). 

Au niveau des cellules T «conventionnelles», il n’est pas exprimé à l’état naïf mais son 

expression est augmentée sur les cellules CD4+ et CD8+ après leur activation. Dans ce cas 

c’est un régulateur négatif de l’activation. CTLA-4 est constitutivement exprimé à la surface 

des cellules Treg. Son expression chez les Treg est régulée par Foxp3 qui en association avec 

d’autres facteurs de transcription, s’attache au promoteur de CTLA-4 et augmente son 

expression, maintenant une expression forte de CTLA-4 à la membrane des cellules Treg 

Foxp3+ (Marson et al. 2007, Zheng et al. 2007, Wu et al. 2006, Ono et al. 2007). Chez 

l’Homme, les cellules effectrices Foxp3+CD25+CD45RAlow sont les seules cellules à 

exprimer constitutivement CTLA-4 (Wing et al. 2011). 

Le rôle de CTLA-4 dans la biologie des Treg a été longtemps controversé à cause de résultats 

contradictoires utilisant les mêmes anticorps bloquant CTLA-4. Cependant la production de 

souris CTLA4-CKO qui présentent un déficit d’expression de cette molécule uniquement au 

niveau des cellules Foxp3+ a permis de clarifier le rôle de cette molécule dans la production, 

le développement et l’activité des Treg. L’obtention de ces souris a permis de confirmer que 
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l’expression de CTLA-4 n’était nécessaire ni pour le développement ni pour la survie des 

cellules Treg. La déplétion spécifique des cellules CTLA-4+ dans ces souris  n’a d’effet ni sur 

la production thymique de cellules Treg puisque la fréquence de thymocytes Foxp3+ n’est pas 

différente entre les souris WT et CTLA-4 CKO, ni sur leur survie in vivo ou sur leur état 

d’activation (Wing et al. 2008). Il joue cependant un rôle primordial dans l’activité 

suppressive des cellules Treg in vivo et in vitro (Wing et al. 2011). En absence de CTLA4, les 

cellules T périphériques sont activées et prolifèrent de façon non contrôlée et induisent des 

lésions tissulaires létales (Tivol et al. 1995, Waterhouse et al. 1995).  

Le rôle de CTLA-4 sur les cellules T effectrices activées et sur les cellules Treg reste un sujet 

de recherche actuel puisque les cellules T effectrices activées présentent les mêmes 

caractéristiques que les cellules Treg à savoir faible production d’IL2, anergie et forte 

expression de CD25 et CTLA-4 (Wing et al. 2011). 

c. GITR 

GITR (Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor related protein) est un récepteur 

de surface qui est exprimé par plusieurs types de cellules comme les cellules Treg, les cellules 

NK et aussi par les cellules Teff activées. GITR est activé par ses ligands GITRL qui sont 

exprimés par les CPA et les cellules endothéliales et stimule l’immunité innée et l’immunité 

adaptative (Nocentini et Riccardi 2009). Le GITR participe au développement des réponses 

auto-immunes et inflammatoires et augmente les réponses aux infections et aux tumeurs. Ces 

effets sont dus à plusieurs mécanismes d’une part l’inhibition des Treg et d’autre part la co-

activation des Teff.  

Comme CTLA-4, GITR est exprimé fortement sur les cellules Treg mais également sur les 

cellules Teff activées chez l’Homme et chez la souris. Son ligand appartient à la superfamille 

du TNF et est exprimé par les CPA professionnelles ou non (CD, lymphocytes B, monocytes).  

Plusieurs études utilisant les souris GITR-/- ou des souris traitées avec des anticorps anti-

GITR, montrent que le GITR est nécessaire pour l’activation de la réponse immune. La 

stimulation physiologique ou pharmacologique de GITR exacerbe les maladies auto-

immunes, la réaction du greffon contre son hôte (GVHR) et augmente l’immunité contre les 

tumeurs et les virus. De plus, l’inhibition du signal via GITR avec une protéine de fusion 

(GITR-Fc) améliore les maladies auto-immunes et inflammatoires (Nocentini et Riccardi 

2009). 
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GITR module aussi l’activation des cellules T effectrices. Son activation augmente 

l’activation et la prolifération des cellules CD4+ et CD8+ activées via le TCR. Son expression 

est augmentée sur ces cellules.  

Sur les cellules Treg, il a été montré que les anticorps anti-GITR avaient la capacité de contrer 

l’effet suppresseur des Treg. Cet effet est cependant transitoire. Le rôle de GITR dans 

l’expansion des Treg a aussi été suggéré par le fait que les souris GITR-/- ont un nombre 

réduit de Treg. 

Son rôle a bien été étudié chez les souris infectées avec le paludisme. Dans ce modèle on 

observe que les cellules Treg sont incapables de neutraliser la réponse des cellules T 

effecteurs pendant le paludisme, si on bloque leur action en injectant l’anticorps monoclonal 

anti-GITR de souris (Hisaeda et al. 2005). 

3. Marqueurs spécifiques de sous-phénotypes de Treg 

De nombreux autres marqueurs préférentiellement exprimés chez l’Homme ou signant une 

activité précise ou une localisation préférentielle ont été décrits pour les Treg humaines ou 

murines. 

a. Marqueurs spécifiques humains 

L’expression de CD25 peut difficilement être utilisée pour purifier les Treg humaines. 

Différents marqueurs ou combinaisons de marqueurs sont donc utilisés pour purifier ou 

caractériser ces cellules.  

CD127 (IL7R) est utilisé pour purifier les Treg humaines sur la base de leur faible expression 

chez ces cellules puisque plusieurs équipes ont montré que l’activité suppressive ainsi que 

l’expression de Foxp3 étaient augmentées dans les CD4+ exprimant faiblement CD127. 

Cependant, les cellules CD4+ effectrices montrent également une diminution de cette 

expression juste après activation. Il est donc nécessaire d’associer l’expression du CD62L 

pour différencier les cellules Treg des cellules Teff récemment activées. Les cellules Treg 

sont CD25highCD127lowCD62L+ contrairement aux cellules Teff activées qui sont CD62Llow. 

L’expression de CD62L est aussi utilisable chez la souris où il a été montré dans différents 

modèles (GVH, diabète de type I, greffe) par transfert de cellules, que les cellules Treg 

CD62L+ avaient une activité plus importante que les cellules CD62Llow (Ermann et al. 2005, 

Szanya et al. 2002, Fu et al. 2004). 
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b. Marqueurs d’activation/mémoire 

CD103 (Integrine αEβ7) est un marqueur des cellules Treg effecteur/mémoire murin et humain 

et est exprimé sur ces cellules aux sites de recrutement local des Treg. Vingt à trente % de la 

population des cellules Treg murines dans les organes lymphoïdes secondaires exprime 

CD103. Les cellules Treg CD103+ montrent un phénotype activé et possèdent une forte 

activité suppressive (Huehn et al. 2004). Leur présence est liée à la rétention des cellules Treg 

aux sites d’infection (Suffia et al. 2005, McSorley et al. 2008). 

La plupart des cellules iTreg induites in vitro et des Treg trouvées lors d’inflammation dans le 

cerveau, exprime CD103. Cependant, le fait que CD103 soit un marqueur pour les cellules 

iTreg in vivo, n’est pas clair (Zhu & Paul 2010). Mais CD103 est associé à une forte activité 

suppressive et les cellules Treg exprimant CD103 expriment aussi les récepteurs pour les 

chimiokines inflammatoires et migrent préférentiellement vers les sites enflammés (Huehn et 

al. 2004, Lehmann et al. 2002). 

L’expression du marqueur CD69 sur les cellules Treg Foxp3+ reste peu documenté et 

contradictoire entre les données sur les cellules murines ou humaines. Chez des patients 

atteints de sclérodermie, l’expression diminuée de CD69 est liée à une activité suppressive 

diminuée (Radstake et al. 2009). Les auteurs donnant l’hypothèse que l’expression de CD69 

aurait un rôle dans la régulation de la production de TGFβ. Chez la souris dans un modèle 

expérimental de lupus, cette expression est augmentée et liée à une activité suppressive 

diminuée (Divekar et al. 2011). Dans une revue récente, de Araújo et al. (2011) montrent que 

les cellules Treg de patients atteints de la maladie de Chagas ont une expression de CD69 

augmentée après activation par l’antigène spécifique comme c’est le cas pour les cellules 

Teff. Ceci suggère que les cellules Treg sont capables de monter une réponse mémoire. 

De nombreux autres marqueurs liés à l’activation ou la mémoire, en particulier pour la 

population de Treg humaine qui semble plus hétérogène que la population murine, ont été 

décrits. Parmi ces marqueurs CD45R0. L’expression de cet isoforme de CD45 est corrélée 

avec la mémoire puisque c’est un marqueur de cellules ayant rencontré un antigène. La 

plupart des Treg murines est CD45R0+ alors que cette expression est plus hétérogène chez 

l’Homme. Une population CD45RA+CD45R0-Foxp3low chez l’Homme a été montrée comme 

ayant une activité suppressive. Cette population pourrait être l’homologue de la population 

dérivée du thymus chez la souris les nTreg et la population CD45R0 plutôt correspondre aux 

Treg induits en périphérie. 
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c. Marqueurs de migration et de localisation  

Les Treg ont été initialement trouvés dans les tissus lymphoïdes primaires et secondaires mais 

ils se trouvent également dans les organes inflammés, les tumeurs ou les sites d’infection. De 

études récentes (pour revue Huehn et Hamann 2005) ont montré que les Treg pouvaient 

recirculer entre les différents organes lymphoïdes et entrer dans les sites inflammés. 

L’expression de CD62L et de CCR7 définit une sous population de Treg dite naïve et est 

corrélée à la circulation vers les organes lymphoïdes secondaires comme la rate ou les 

ganglions lymphatiques. L’activité suppressive in vitro des cellules Treg CCR7KO est 

identique aux cellules Treg des souris sauvages. Au contraire, leur activité suppressive in vivo 

est défectueuse. La cause principale de cette incapacité est due à leur incapacité à migrer dans 

les ganglions lymphatiques et plus précisément dans les zones des cellules T (Schneider et al. 

2007, Manning et al. 2007, Kocks et al. 2007). 

Les cellules Treg ont été divisées en deux sous populations selon leur expression de CD103. 

Les cellules qui expriment CD103 sont dites « effector-like Treg » et les cellules qui 

n’expriment pas CD103 sont classées comme « naïve-like Treg » (Huehn et al. 2004). Les 

cellules Treg CD103+ (effector-like) migrent à la périphérie où elles exercent leur activité 

suppressive contre les cellules Teff présentes. CD103 est exprimé sur 20à 30% des cellules 

Foxp3+ dans les organes lymphoïdes secondaires mais ce taux est plus élevé dans les tissus 

comme les poumons, la peau et la LP (Feuerer et al. 2009). 

d. Récepteurs de chimiokines 

D’autres récepteurs de chimiokines comme CCR2, 4, 5, 6, 8 et 10 ont été décrits sur 

différentes populations de Treg (Campbell et Koch 2011). L’expression de ces différents 

récepteurs correspond comme cela est le cas pour les cellules T conventionnelles à des sites 

de migration spécifiques vers des sites lymphoïdes ou non. (Tableau 3). 
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Tableau 3: Marqueurs associés à la migration des cellules Treg d’après Campbell et Koch 

2011 

Site de migration 

de cellules Treg 

Récepteurs Fonctions 

Tissus lymphoïdes CD62L Migration aux ganglions lymphatiques 

CCR7 Migration aux ganglions lymphatiques et la rate 

Tissus non 

lymphoïdes 

Ligands d’E-

selectine et 

P-selectine 

Migration à la peau et aux tissus inflammés 

αEβ7 

intégrine 

Localisation épithéliale 

α4β7 

intégrine 

Migration aux tissus lymphoïdes associés aux intestins 

CCR2 Migration aux sites inflammés 

CCR4 Migration à la peau et les autres tissus inflammés 

CCR5 Migration aux tissus inflammés 

CCR6 Migration aux sites d’inflammation médiés par les 

cellules Th17 

CCR8 Migration à la peau et les sites d’inflammation médiés 

par les cellules Th2 

CCR9 Migration aux petits intestins 

CCR10 Migration aux muqueuses et à la peau 

CXCR3 Migration aux sites d’inflammation médiés par les 
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Site de migration 

de cellules Treg 

Récepteurs Fonctions 

cellules TH1 

CXCR5 Migration aux follicules de cellules B et centres 

germinaux 

CXCR6 Migration au foie 

Vers les tissus 

lymphoïdes et non 

lymphoïdes 

CXCR4 Migration à la moelle osseuse, aux plaques de Peyer et 

aux sites tumoraux 

 

CCR4 n’est pas exprimé chez les Treg thymiques mais chez les Treg retrouvées dans les 

tissus inflammés ou la peau (Feuerer et al. 2009). Les cellules Treg dans la LP expriment à 

haut niveau le CCR4 et le CCR9 mais moins de CCR7 par rapport aux cellules Treg de la rate 

(Guo et al. 2008). Les cellules Treg utilisent CCR4 pour leur localisation tissulaire dans les 

greffes cardiaques (Lee et al. 2005) et les tumeurs ovariennes (Curiel et al. 2004). 

De même, les cellules Treg impliquées et migrant au niveau des organes impliqués dans la 

GVHD expriment CCR5. On peut citer également CCR4, 6 et 10 qui sont exprimés sur les 

Treg au niveau de la peau (Matsushima et Takashima 2010). La migration par exemple des 

Treg sur les sites de lésion cutanée liée à l’infection à Leishmania major nécessite la présence 

de CCR4 et de CCR5.  

e. ICOS 

ICOS (Inducible costimulator) est une molécule de costimulation associée à l’expression de 

l’IL10 dans les cellules T. ICOS est exprimé par les cellules aTreg de type Th1 et réagit avec 

son ligand situé sur les cellules dendritiques CD8α+ (Stock et al. 2004). 

f. Garp et Nrp1: 

Garp est un antigène de membrane essentiel pour l’activité suppressive après activation via le 

TCR pour les Treg humaines et chez la souris avec son orthologue la Neuropiline 1 (Nrp-1) 

(Wang et al. 2008). Nrp-1 est un récepteur de classe-III des semaphorines et un co-récepteur 
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pour un facteur «vascular endothelial growth factor». Nrp-1 est préférentiellement exprimé 

par les cellules Treg et peut être exprimé par les cellules T Foxp3- après transfection du gène 

Foxp3 (Sarris et al. 2008, Mizui et Kikutani 2008, Shevach 2009). 

V. Mécanisme de l’activité suppressive des Treg 

Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans l’activité suppressive montrée par les 

cellules Treg, certains sont contact-dépendants et d’autres dépendent de la production de 

cytokines régulatrices produites par les cellules Treg (Fig. 6) (Shevach 2009) (Tableau 4). Les 

cellules ciblées par les cellules Treg peuvent être les CPA professionnelles ou non ou les 

cellules T effectrices mais aussi les cellules NK et NKT. 

Les mécanismes de la suppression ont bien sûr été étudiés dans des modèles in vitro. Un test 

faisant référence et utilisé dans de nombreux laboratoire sur des cellules Treg humaines et 

murines a été mis au point rapidement après la découverte des Treg (Takahashi et al. 1998, 

Thornton et Shevach 1998.) Dans ces expériences in vitro où les CPA et l’anticorps anti-CD3 

soluble sont utilisés pour l’activation des cellules Treg, les cibles de la suppression 

comprennent les cellules T effectrices et les CPA. Mais quant les anticorps anti-CD28 et anti-

CD3 sont donnés sous forme insoluble (couplés à des billes ou sur plastique) les cellules T 

effectrices sont les seules ciblées par les cellules Treg (Shevach 2009). Ces différentes 

expériences ont donc permis de mettre en évidence les mécanismes respectifs de suppression 

au niveau des CPA ou des T effectrices. 

1. Activité contact-dépendante 

Le rôle de CTLA-4 dans le mécanisme de suppression a été bien documenté. Tout d’abord, il 

a été montré que l’injection d’un anticorps monoclonal anti-CTLA-4 bloque la fonction des 

cellules Treg en se fixant sur CTLA-4 et induit diverses maladies auto-immunes dans les 

souris normales (colite) (Read et al. 2000, Takahashi et al. 2000) ou exacerbe le diabète dans 

un modèle murin de diabète de type I (Lühder et al. 1998). 

Des expériences utilisant les Treg de souris CTLA-4+/+ et des cellules T répondeuses de 

souris CTLA-4-/-, en co-culture ou leur transfert aux souris SCID a montré que le blocage de 

CTLA-4 de cellules Treg abroge la suppression mais pas le blocage de CTLA-4 de cellules T 

répondeuses (Takahashi et al. 2000, Tang et al. 2004, Read et al. 2006). 

L’argument le plus convaincant de l’implication de CTLA-4 dans le mécanisme de 

suppression repose sur l’observation que les souris déficientes en CTLA-4 spécifiquement au 
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niveau des Treg, développent des symptômes similaires aux souris Foxp3-KO (Wing et al. 

2008). 

A

B

 

Figure 6 : Mécanismes des fonctions des cellules Treg d’après Shevach 2009 

(A) Mécanismes de suppression indirecte des Treg sur les fonctions des cellules CPA,  

(B) Mécanismes de suppression directe des cellules Treg sur les Teff Foxp3-  
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a. L’adhésion aux cellules CPA 

Onishi (2008) a visualisé dans une étude in vitro de co-cultures de cellules Treg et T 

répondeuses naïves en présence de CD et d’antigène un phénomène de compétition entre les 

cellules Treg et T répondeuses par formation d’agrégats autour des CD empêchant les cellules 

répondeuses d’avoir accès aux CD. Cette agrégation ne se fait qu’en présence d’antigène et 

est dépendante de l’expression de LFA-1 (Lymphocyte Function associated Antigen-1) 

puisque des Treg déficientes en LFA-1 ne sont pas capables d’entrer en compétition 

contrairement aux Treg CTLA-4 déficientes. La formation d’agrégats autour des CD inhibe 

l’augmentation d’expression CD80 et CD86 sur ces CD immatures et diminuent l’expression 

de telles molécules sur les CD matures, sans modifier l’expression de CD40 et de CMH de 

classe-II (Wing et al. 2008, Onishi et al. 2008). Ces effets inhibiteurs de la maturation des CD 

sont très puissants puisqu’ils peuvent être observés en présence de stimuli de maturation forts 

comme par exemple le LPS, le zymosan et l’IFN de type-I (Onishi et al. 2008). Ces effets 

sont médiés par CTLA-4 comme cela a été démontré chez les souris CTLA-4-KO ou CTLA-4 

CKO dont les cellules sont incapables de moduler l’expression de CD80 et CD86. Un autre 

mécanisme pourrait également intervenir pour moduler l’expression de CD80 et CD86 : la 

trogocytose. C’est un processus dans lequel les lymphocytes extraient les molécules de 

surfaces (CD80 et CD86) des CPA auxquels ils sont conjugués via les synapses 

immunologiques (Joly et Hudriser 2003, Shevach 2009). Il est également possible que CTLA-

4 exprimé par les Treg interagisse avec les molécules CD80 et CD86 des cellules T activées 

Foxp3- (Paust et Cantor 2005). 

Les cellules Treg activées peuvent stimuler l’expression de l’enzyme IDO (Indoleamine 2,3-

dioxygenase) par les cellules dendritiques (Oderup et al. 2006, Grohmann et al. 2002). IDO 

catabolise la conversion du tryptophane en kynurénine qui est toxique pour les cellules 

voisines. Cette activité des cellules Treg dépend aussi de l’expression de CTLA-4 et de son 

interaction avec CD80 et CD86 (Grohmann et al. 2002). Cependant, il n’y a pas d’évidence 

claire du rôle d’IDO dans la fonction des Treg in vivo ou in vitro (Shevach 2009). 

 

D’autres mécanismes impliquant des contacts cellulaires ne dépendant pas de CTLA-4 ont été 

mis en évidence. 

LAG3 (Lymphocyte Activation Gene-3, CD223) est une molécule de surface hautement 

exprimée par les cellules Treg Foxp3+ activées. C’est un homologue de CD4 qui se fixe avec 
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une très haute affinité sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II. 

Après fixation sur le CMH des CD, LAG3 induit des signaux inhibiteurs qui empêchent la 

maturation de CD (Liang et al. 2008). La fixation de LAG3 pourrait également s’effectuer sur 

les cellules T activées qui expriment le CMH de classe II. 

Des expériences de microscopie « intravitale » ont montré in vivo que les cellules Treg sont 

apparemment plus souvent en contact avec les CD que les T effectrices suggérant que la cible 

principale des Treg serait les CD. (Tang et al. 2006, Tadokoro et al. 2006). 

 

Nrp-1 a aussi été proposé comme jouant un rôle dans l’interaction de CD et des Treg. Cette 

molécule, préférentiellement exprimée par les Treg, facilite les longues interactions entre les 

cellules Treg et les CD immatures. Le blocage de Nrp-1 diminue les fréquences de ces 

interactions. De plus, l’expression par transfert de gène de Nrp-1 dans les cellules T Foxp3-, 

augmente le nombre de ces longues interactions. L’expression préférentielle de Nrp1 

donnerait l’avantage aux Treg sur les cellules T répondeuses d’interagir avec les CD. Des 

anticorps anti-Nrp-1 abrogent complètement l’activité suppressive de cellules Treg sur la 

prolifération de cellules T répondeuses stimulées avec de faibles concentrations d’antigène 

(Sarris et al. 2008, Shevach 2009) 

 

b. Lyse des cellules T effectrices par le granzyme A et le granzyme B : 

Un mécanisme potentiel de la suppression est la lyse des cellules T effectrices ou des CPA par 

les cellules Treg. 

Les cellules CD4+ humaines ont un potentiel cytolytique contrairement aux cellules CD4+ 

murines. De plus, les Treg humaines activées expriment le granzyme A. Chez l’Homme, 

l’anti-CD3 et l’anti-CD46 peuvent activer les cellules Treg CD4+Foxp3+CD25+ qui, après 

l’activation, expriment le granzyme A et tuent les cellules T CD4+ et CD8+ activées et 

d’autres types de cellules par un mécanisme dépendant de la perforine mais indépendant de 

Fas-FasL (Grossman et al. 2004). 

Les cellules Treg de souris, après l’activation, sur-expriment le granzyme B et une équipe a 

montré qu’elles étaient capables de tuer les cellules T effectrices par un mécanisme dépendant 

du granzyme B mais indépendant de la perforine (Gondek et al. 2005). Cette même équipe a 

montré que les cellules Treg déficientes en granzyme-B avaient une activité suppressive 

diminuée in vitro. Zhao et al. (2006) n’ont pas observé la lyse des cellules Teff par les cellules 

Treg activées chez la souris mais ils ont pu montrer la lyse des cellules B présentatrices 
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d’antigènes, mais pas des autres cellules B, par les cellules Treg activées. De plus, Cao et al. 

(2007) ont démontré que 5% à 30% des cellules Treg expriment le granzyme B dans une 

tumeur. Ces cellules Treg lysent les cellules NK et les CTLs par un mécanisme dépendant du 

granzyme B et de la perforine. La lyse des CPA reste un mécanisme potentiel par lequel les 

cellules Treg peuvent contrôler les réponses immunes primaires et secondaires mais pour 

l’instant il n’y a aucune étude in vivo qui montre la lyse des CD ou des cellules B par les 

cellules Treg (Shevach 2009). 

c. CD73 et CD39 

CD73 (ecto-5’-nucléotidase) et CD39 (ectonucléoside triphosphate diphosphohydralase 1) 

sont exprimés par les cellules Treg. CD39 est un ecto-enzyme qui hydrolyse l’ATP ou l’ADP 

en AMP (adénosine-mono-phosphate-cyclique). Il est exprimé par les cellules B, les CD, 

toutes les cellules Treg murines et environ 50% des cellules Treg humaines (Borsellino et al. 

2007). 

Le complexe CD73-CD39 exprimé par les cellules Treg hydrolyse l’ATP extracellulaire en 

libérant l’adénosine qui donne un signal négatif aux cellules répondeuses (Deaglio et al. 2007, 

Dwyer et al. 2007). Les souris déficientes en CD39 développent une auto-immunité (Deaglio 

et al. 2007, Dwyer et al. 2007). L’activité suppressive  des cellules Treg en augmentant 

l’AMP intracellulaire qui inhibe la prolifération de cellules T et diminue la production d’IL-2 

(Bopp et al. 2007). 

2. Activité induite via les cytokines 

a. «Déprivation» d’IL2 

L’IL-2 est essentiel pour le développement des cellules nTreg dans le thymus et pour leur 

maintien en périphérie (pour revue Cheng et al. 2011). Cependant le rôle de l’IL2 dans le 

mécanisme de suppression lui-même reste sujet à débat. 

De nombreuses études ont montré que les cellules Treg induisent une suppression en inhibant 

l’induction des ARNm spécifiques de l’IL2 des Teff (Takahashi et al. 1998, Thornton et 

Shevach 1998). 

Quand les cellules Treg CD4+CD25+ sont cultivées in vitro avec les cellules T eff CD4+CD25- 

et stimulées avec l’antigène en présence des CPA, on observe une diminution de la 

prolifération des cellules Teff CD4+CD25- aussi bien que de leur production d’IL2. L’ajout 
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d’IL2 et de l’anti-CD28 à cette culture empêche l’activité suppressive des cellules Treg 

CD4+CD25+ (Takahashi et al. 1998, Thornton et Shevach 1998). Les cellules Treg 

consomment l’IL2 produite par les cellules effectrices mais ne produisent pas d’IL2.  

L’utilisation préférentielle de l’IL2 par les cellules Treg pourrait intervenir dans le mécanisme 

de suppression. Cet effet des Treg à savoir l’épuisement de l’IL2 reste un sujet de controverse. 

Des études effectuées chez la souris ont montré que l’IL2 serait consommée par les Treg et ne 

serait plus disponible pour les Teff ce qui entrainerait la mort de ces Teff par apoptose. Ce 

phénomène d’apoptose a également été décrit par ces mêmes auteurs in vivo. (Pandiyan et al. 

2007). 

Un tel phénomène d’apoptose ne semble pas impliqué dans le mécanisme de suppression chez 

l’Homme comme cela a été montré in vitro et ex vivo (Vercoulen et al. 2009). 

Un autre mode d’action de l’IL2 dans le mécanisme de suppression a été décrit. Les Treg 

limitent la différenciation des CD8+ en inhibant la phase initiale d’expansion par compétition 

pour l’IL2. Cela a été montré dans un modèle murin in vivo (McNally et al. 2011, 

Kastenmuller et al. 2011). 

b. IL10 et TGFβ  

L’IL10 et le TGFβ sont des cytokines bien connues pour leur activité suppressive et elles ont 

fait partie des premiers candidats capables d’être responsables de l’activité des Treg. 

Cependant la neutralisation de ces cytokines in vitro n’abroge pas la suppression induite par 

les Treg (Takahashi et al. 1998, Thornton et Shevach 1998). Cependant, l’IL10 et le TGFβ 

sont responsables de la suppression in vivo dans le modèle murin d’IBD après déplétion des 

Treg. De même, la neutralisation de l’IL10R du TGFβ abolit la tolérance pendant cette 

maladie (Read et al. 2000). Au contraire, les cellules Treg IL10-/- sont capables de diminuer 

la gastrite auto-immune due à la déplétion des Treg (Suri-Payer et Cantor 2001). Le rôle 

primordial de l’IL10 est observé dans de nombreux modèles infectieux (comme la 

leishmaniose, la toxoplasmose, la trichinellose) mais les nTreg ne sont pas les cellules 

impliquées dans cette production (Jankovic et al. 2007). 

Le rôle du TGFβ reste également très controversé. Des études in vitro et in vivo de 

neutralisation par des anticorps ou d’utilisation de Treg n’exprimant pas le TGFβ ont montré 

que celui-ci n’était pas nécessaire à l’activité des Treg. Par contre le TGFβ membranaire 

exprimé par les Treg serait primordial dans l’activité suppressive (pour revue Vignali 2008).  
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c. IL35 : 

Une nouvelle cytokine suppressive IL35, membre de famille de l’IL12 (Collison et al. 2009, 

Collison et al. 2010, Bettini et Vignali 2009) a été décrite comme étant préférentiellement 

exprimée par les cellules nTreg Foxp3+. C’est une molécule hétérodimérique formée par le 

produit du gène Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced gene) et la chaîne p35 de l’IL12.  Ces 2 

chaînes sont exprimées constitutivement et préférentiellement par les cellules Treg mais pas 

par les cellules naïves ou activées murines. Les cellules Treg des souris IL35-/- ont une 

activité suppressive réduite in vitro et in vivo dans le contrôle de l’IBD (Collison et al. 2007). 

Cette cytokine n’a pas été détectée dans les cellules Treg humaines ni au niveau ARNm ni au 

niveau protéique, cependant une étude récente montre que les CD4+ de patients infectés par 

l’hépatite B expriment au niveau ARNm et protéine l’IL35. 

 

d. Galectine-1 et galectine-10 

La galectine-1 est une molécule sécrétée par les cellules Treg quant elles sont activées par le 

TCR. La galectine est un membre de la famille des protéines se liant à beta-galactoside (Garin 

et al. 2007) et est secrétée sous forme d’un homodimère. Elle se lie avec plusieurs 

glycoprotéines comme par exemple CD45, CD43 et CD7. Les effets de la galectine-1 sont 

corrélés avec l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et l’inhibition de la production des 

cytokines pro inflammatoires. La galectine-1 agit sous forme soluble ou par contact cellulaire. 

Le blocage de la galectine-1 réduit l’activité suppressive des cellules Treg humaine et murine. 

Les cellules Treg des souris déficientes en galectine-1 ont aussi une activité suppressive 

réduite (Shevach 2009). 

Des études protéomiques ont identifié un autre membre de famille des galectines, la galectine-

10, exprimée par les cellules Treg humaines (Kubach et al. 2007). Cette protéine est 

intracellulaire et ses ligands sont inconnus. Le traitement in vitro des cellules Treg avec un 

« siRNA » ciblant la galectine-10, abolit l’état anergique des cellules Treg, permettant leur 

activation, prolifération et une diminution partielle de leur activité suppressive. 

De nombreux mécanismes de suppression sont mis en évidence et cette multiplicité de 

mécanismes pourrait être corrélée soit à des sous populations de Treg différentes soit à des 

environnements différents ou des cibles spécifiques des Treg. Il est à noter également que 

certains mécanismes sont spécifiques pour l’instant à la souris et n’ont pas leur équivalent 

chez l’humain. 
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Tableau 4 : Mécanismes de suppression de cellules Treg d’après Sakaguchi et al. 2010 

Molécules 

clés 

Fonctions (étudiées chez la souris et ou chez l’Homme) 

Mécanisme de la suppression contact-dépendante 

CTLA4 Sous régulation de fonction co-stimulatrice des CPA (souris) 

Interactions avec CD80 et CD86 des cellules T conventionnelles (souris) 

CD73-CD39 Hydrolyse les ATP extracellulaire de l’inflammation (souris) 

LAG3 Induction des signaux d’inhibition via CMH de classe-II (souris) 

Granzyme B 

(souris) et 

granzyme A 

(Homme) 

Lyse des cellules T conventionnelles (souris et Homme) 

CD95-

CD95Ligand 

Induction de l’apoptose dans les cellules T conventionnelles (Homme) 

Mécanisme de la suppression cytokine-dépendante 

TGFβ et 

LAP 

Induction de FOXP3 dans les cellules T conventionnelles 

IL-10 Atténuation des fonctions des cellules dendritiques (Homme) 

Conversion des cellules T conventionnelles en cellules Tr1 (souris et Homme) 

Galectine-1 Arrêt du cycle cellulaire et apoptose de cellules T conventionnelles (souris) 

CD25 Adsorption de l’IL2 (souris) 

IL-35 l’expression de l’IL-35 augmente la capacité suppressive (IL-35 n’est pas 

exprimé par les cellules Treg humain) 
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VI.  Différenciation, homéostasie, plasticité des Treg 

Les facteurs de transcriptions sont primordiaux pour la différenciation et le profil de 

production des cytokines des cellules Th. Les facteurs de transcription essentiels pour la 

différenciation des différentes lignées des cellules Th sont T-bet/STAT4 (pour Th1), GATA-

3/STAT5 (pour Th2), RORγ-t/STAT3 (pour Th17) et Foxp3/STAT5 (pour Treg) (Zhu et Paul 

2010) (Tableau 5).  

 

Tableau 5: Facteurs de transcriptions associés aux différentes lignées cellulaires 

Facteur de transcription Différenciation de la lignée cellulaire 

T-bet / STAT4 Th1 

GATA-3 / STAT5 Th2 

RORγ-t / STAT3 Th17 

Foxp3 / STAT5 Treg 

 

1. Différenciation des Treg 

a. Treg naturelles et Treg induites 

 

Les cellules nTreg sont générées dans le thymus et migrent à la périphérie. Les nTreg sont 

générées dans le thymus à partir de précurseurs ayant un TCR de haute affinité pour les 

peptides du soi. 

 

Les cellules iTreg ou convTreg sont induites dans la périphérie à partir de cellules 

CD4+CD25- comme cela a été montré dans des expériences de transfert chez la souris de 

CD4+ CD25- (Curotto de Lafaille et al. 2004, Furtado et al. 2002). Les cellules iTreg sont 

induites après activation via le TCR par des antigènes exogènes. La présence d’IL2 est 

nécessaire pour cette différenciation qui s’effectue dans les organes lymphoïdes secondaires 

ou dans les tissus. La population périphérique contient donc les cellules nTreg et les cellules 

iTreg. 
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b. Différenciation des nTreg 

a. Rôle du TCR dans la différenciation thymique 

La signalisation via le TCR est nécessaire pour le développement des cellules Treg Foxp3+ 

dans le thymus et la périphérie (Ohkura et Sakaguchi 2010). Les cellules Treg ne se 

développent pas dans les souris RAG-/- (recombination activating gene) incapables de 

réarranger le TCR. Une mutation dans un gène codant pour une protéine LAT (linker 

activated T cell) impliquée dans la transduction du signal via le TCR entraîne une abolition 

complète de la génération de cellules Foxp3+ dans la périphérie mais pas des cellules T 

classiques (Koonpaev et al. 2006). Ceci suggère que les cellules Treg ont besoin d’un signal 

fort via le TCR pour se développer dans le thymus. Les cellules Foxp3+Treg se différencient 

pendant le développement dans le thymus à partir de thymocytes CD4+ simple positif (SP) qui 

ont un TCR reconnaissant les auto-antigènes. La différenciation thymique des Treg est un 

processus en plusieurs étapes ; tout d’abord l’activation via le TCR induit l’expression du 

CD25 sur les thymocytes CD4+SP. Ces précurseurs Foxp3-CD25+ sont ensuite capables 

d’induire l’expression de Foxp3 et de se différencier en CD25+Foxp3+Treg fonctionnels.  

Un co-signal via le CD28 est également primordial pour la différenciation des nTreg comme 

cela a été montré chez les souris CD28-/- ou CD80/86 -/- chez lesquelles la fréquence des 

nTreg est très diminuée. Les souris déficientes en CD28 développent un nombre réduit de 

cellules Treg Foxp3+ (Tai et al. 2005). La stimulation du CD28 sur des thymocytes préactivés 

via le TCR induit l’expression de Foxp3 et le programme de différenciation (Tai et al. 2005) 

Les souris NOD déficientes en CD28 ou B7-1/B7-2 développent une forme fulminante de 

diabète (Salomon et al. 2000, Lenschow et al. 1996). Le transfert de cellules Treg de type 

sauvage diminue le développement du diabète chez ces souris déficientes en CD28 (Tang et 

al. 2004). Ces études montrent l’importance du rôle de CD28 dans la génération thymique et 

le maintien en périphérie des cellules Treg (Ohkura et Sakaguchi 2009). 

 

b. Rôle des cytokines dans la différenciation thymique 

L’implication des cytokines a également été montrée dans la différenciation des nTreg et en 

particulier dans l’induction de l’expression de Foxp3.  

Les souris déficientes pour la chaîne commune γ  du récepteur de cytokine ont un nombre de 

cellules Foxp3+ réduit aussi bien dans le thymus que dans la périphérie (Fontenot et al. 2005). 
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Cette chaîne est un récepteur partagé par plusieurs cytokines comme l’IL2, l’IL7 et l’IL15. 

Les souris déficientes en IL2 et IL2Ralpha (CD25) montrent une réduction de 50% des 

thymocytes Foxp3+ alors que des souris déficientes en IL7 ou IL15 ont un nombre normal de 

cellules Treg. 

Le rôle de l’IL2/IL2R dans la différenciation des nTreg a été bien étudié. Les premiers 

travaux montrant l’importance de l’IL2R dans le développement des nTreg sont les suivants. 

L’expression d’un transgène de l’IL2Rβ spécifiquement dans le thymus rétablit le nombre de 

cellules nTreg dans le thymus et à la périphérie des souris déficientes en IL2Rβ et empêche le 

développement de l’auto-immunité observée chez ces souris IL2Rβ-/- (Malek et al. 2000, 

Malek et al. 2002). De même, les souris déficientes en IL2Rα ou IL2Rβ, développent une 

auto-immunité fatale (Papiernik et al. 1998, Suzuki et al. 1995, Willerford et al 1995).  

 

Les études utilisant les souris déficientes en IL2 et IL2Rα (CD25) ont conclu que l’IL2 n’est 

pas indispensable pour la génération de cellules nTreg dans le thymus (D’Cruz et Klein 2005, 

Fontenot et al. 2005, Curotto de Lafaille et Lafaille 2009). Les jeunes souris déficientes en 

IL2 ont des quantités normales d’ARNm de Foxp3 dans les thymocytes CD4+CD25+ montrant 

que l’IL2 n’est pas nécessaire pour le développement des cellules Treg Foxp3+ dans le thymus 

(Curotto de Lafaille et al. 2004). Dans ce cas l’absence d’IL2 serait compensée par la 

présence d’IL15. En effet, des souris double KO pour l’IL2 et l’IL15 montrent une réduction 

très importante de cellules Treg. La neutralisation de l’IL2 avec des anticorps induit une forte 

réduction de l’expression de Foxp3 dans la rate mais pas dans le thymus (Setoguchi et al. 

2005). 

La signalisation via IL2/IL2R implique l’activation du facteur de transcription STAT5 et la 

kinase JAK3. STAT5 se lie au gène Foxp3 et peut coopérer avec STAT3 pour induire 

l’expression de Foxp3 (Burchill et al. 2007, Li et Flavell 2008). STAT5 et Jak3 sont 

importants dans le développement des nTreg car les souris STAT5-/- et Jak3-/- ont une 

expression respectivement très réduite et inexistante de Foxp3. 

 

Le rôle du TGFβ dans la différenciation des cellules nTreg est moins clair. Les jeunes souris 

TGFβ1-KO ont un nombre normal de cellules nTreg. Une autre étude montre que les souris 

avec une délétion conditionnelle du TGFβRI dans les thymocytes ont une diminution 
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transitoire des cellules nTreg dans la première semaine de vie mais la double délétion de 

TGFβRI et IL2 empêche la génération des cellules nTreg (Liu et al. 2008). 

c. Mécanisme de différenciation des iTreg 

La notion de conversion en périphérie des cellules CD4 naïves résulte d’expériences de 

transfert dans lesquelles des cellules CD4+CD25- naïves ont été injectées à des souris 

lymphopéniques ou ne possédant pas de nTreg. Dans ces conditions, une partie de ces cellules 

acquière l’expression de Foxp3 et une activité suppressive (de la Faille et al. 2004). 

La différenciation des cellules iTreg peut être obtenue sous différentes conditions mais elle 

nécessite au minimum une stimulation via le TCR et la présence des cytokines TGFβ et IL2 in 

vitro aussi bien qu’in vivo. Cependant le manque de marqueurs spécifiques permettant de 

différencier dans la périphérie les nTreg des iTreg rend les études in vivo très compliquées. 

a. Rôle du TGFβ, de l’IL2 et d’une costimulation 

L’addition de TGFβ induit l’expression de Foxp3 dans des cultures de cellules T CD4+ naïves 

stimulées via leurs TCR. Elle induit également l’anergie et l’acquisition de l’activité 

suppressive in vitro par ces cellules. Elles deviennent capables de réduire l’inflammation dans 

un modèle  d’asthme expérimental (Chen et al. 2003). De même, le TGFβ induit l’expression 

de Foxp3 in vitro dans les cellules T naïve stimulées avec les anticorps immobilisés anti-CD3 

et CD28 (Chen et al. 2003) donc sans nécessité de la présence de CPA. La neutralisation du 

TGFβ in vivo empêche la tolérance orale (Faria et Weiner 2005, Kohm et al. 2005) et inhibe 

la différenciation des cellules iTreg spécifiques d’antigène (Mucida et al. 2005). 

Le mécanisme qui induit l’expression de Foxp3 par le TGFβ implique la coopération des 

facteurs de transcription STAT3 et NFAT régulant le gène Foxp3 (Fantini et al. 2004, 

Josfowicz et Rudensky 2009, Curotto de Lafaille et Lafaille 2009). L’acquisition de l’activité 

suppressive et de Foxp3 dans ces conditions d’activation in vitro par le TGFβ nécessite une 

costimulation via le CTLA-4 contrairement au développement des nTreg thymiques (Zheng et 

al. 2006). De même, l’expression de B7 (ligand du CTLA-4) par les cellules hôtes est 

nécessaire pour la conversion des cellules CD4+CD25- en cellules Foxp3+CD25+, après leur 

transfert adoptif (Liang et al. 2005). 

Au contraire, l’activation via le CD28 inhibe la différenciation in vitro des cellules T CD4+ 

naïves en iTreg après stimulation avec le TGFβ (Benson et al. 2007).  
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b. L’IL2 est essentielle pour la génération et la plasticité des iTreg.  

Le rôle primordial de l’IL2 dans l’induction in vitro des iTreg a été bien établi. 

Dans les cultures in vitro des cellules T CD4 naïves stimulées avec l’anti-CD3 et le TGFβ, 

l’IL2 est nécessaire pour induire leur activité suppressive (Chen et al. 2003). Les expériences 

utilisant des anticorps neutralisants l’IL2 ou des souris déficientes en IL2 ont montré que 

l’IL2 était nécessaire pour l’induction de Foxp3 et de l’activité suppressive en présence de 

TGFβ (Zheng et al. 2007). 

L’IL2 peut aussi remplacer la costimulation par le CD28 pour induire l’expression de Foxp3 

après activation par l’anti-CD3 et le TGFβ (Davidson et al. 2007). Cependant, les cellules 

iTreg différenciées in vitro n’ont pas besoin d’IL2 pour maintenir leur expression de Foxp3 

après leur transfert dans les souris RAG-/- (Davidson et al. 2007). Le rôle de l’IL2 dans le 

développement in vivo des iTreg est moins clair et moins bien documenté. Une étude a montré 

que quand on fournit de l’IL2 chez des souris déficientes en IL2 dans les lymphocytes T 

périphériques il y a production de CD4+CD25+ avec une activité suppressive (Furtado et al. 

2002) 

La différenciation en Th17 et Treg est liée (Littman et Rudensky, 2010), et la signalisation via 

l’IL2R est impliquée dans ce choix entre les deux lignées. Tout d’abord, l’IL2 induit le 

développement des iTreg (Laurence et al. 2007). Les cellules Treg Foxp3+ CD25− sont plus 

« plastiques » que les cellules Foxp3+CD25+à se différencier en Th17 (Komatsu et al. 2009, 

Zhou et al. 2009). 

d. Rôle de l’IL2 pour la prolifération et l’homéostasie des Treg en périphérie 

L’IL2R et l’IL2 sont tous deux nécessaires pour le bon fonctionnement des cellules Treg. 

Le rôle de la voie passant par l’IL2R dans l’homéostasie des Treg périphériques a été montré 

dans des expériences de neutralisation de l’IL2 par des anticorps qui réduit le nombre de Treg 

périphériques aussi bien chez les adultes que chez les nouveau-nés (Bayer et al. 2005, Yu et 

al. 2009). De même, la déficience en IL2 produit une maladie auto-immune/inflammatoire 

fatale, due à la survie diminuée de cellules Treg (Malek et Bayer 2004). 

L’IL2 dans la période néo-natale permet l’amplification dans les ganglions périphériques des 

Treg provenant du thymus. De même chez les jeunes ou les adultes la multiplication des Treg 

dépend aussi de l’IL2. Dans des modèles infectieux, il a été montré que l’IL2 était 
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indispensable au maintien du nombre de Treg et que la mortalité induite par exemple dans 

l’iléite provoquée par T. gondii chez la souris C57BL/6 pouvait être empêchée par l’injection 

d’IL2 (Oldenhove et al. 2009). De même, la compétition pour l’IL2 entre les Treg et les Teff 

pourrait être à l’origine de l’homéostasie des Treg. En effet, les Treg grâce à leur expression 

importante de l’IL2Rα des récepteurs de haute affinité aurait un avantage vis à vis des Teff 

pour la consommation de l’IL2. Ces Treg activées supprimeraient les Teff en particulier les T 

auto réactives. 

e. Rôle des CD et de l’acide rétinoïque  

L’Acide Rétinoïque (RA), un métabolite de la vitamine A, a aussi un rôle important dans 

l’induction des cellules T régulatrices. Le RA et le TGFβ sont produits par les cellules 

dendritiques CD103+ situées dans la membrane muqueuse de l’intestin et dans les ganglions 

mésentériques. Les cellules dendritiques CD103+ sont aussi présentes dans la lamina propria 

mais sont plus rares dans la rate. La production de RA et de TGFβ par ces CD CD103+ aident 

à la différenciation des cellules T naïves en cellules Treg Foxp3+ (Coombes et al. 2007, Sun 

et al. 2007). Ce mécanisme est bien décrit au niveau de l’intestin où ces cellules sont 

nombreuses. Au niveau de la rate, les cellules dendritiques CD8+DEC205+ produisent du 

TGFβ et donc sont capables d’induire la transformation des cellules T naïves en cellules Treg 

Foxp3+. Au contraire, les cellules dendritiques CD8-CD205- DCIR2+ (DC inhibitory 

receptor-2) de la rate n’induisent l’expression de Foxp3 qu’en présence de TGFβ exogène 

(Yamazaki et al. 2008). 

2. Marqueurs spécifiques de nTreg et iTreg 

 

Bien que des différences existent entre les cellules nTreg et les iTreg en ce qui concerne leur 

spécificité antigénique, les tissus dans lesquels elles sont générées, il n’existe pas de marqueur 

phénotypique exprimé préférentiellement par l’une ou l’autre des populations (Feuerer et al. 

2009). De nombreuses études de transcriptomique ont donc été entreprises pour avoir une 

signature qui distinguerait les nTreg des iTreg. Ces études ont confirmé la complexité des 

Treg (en fonction de l’origine, du microenvironnement) mais n’ont pas permis réellement 

d’avoir un marqueur spécifique des nTreg ou/et des iTreg. 

Cependant Hélios, un membre de la famille des facteurs de transcription Ikaros a été proposé 

comme étant spécifique des nTreg (Thornton et al. 2010). Hélios est préférentiellement 

exprimé au niveau de l’ARNm par les Treg. La disponibilité d’un anticorps spécifique de la 
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protéine Hélios a permis de montrer que la protéine était exprimée par tous les thymocytes 

double négatifs et également 100% des thymocytes CD4+CD8-Foxp3+. 

Au contraire son expression dans les tissus lymphoïdes périphériques est restreinte à une sous 

population (∼70%) de cellules T Foxp3+ chez l’Homme et la souris. De plus, les cellules T 

naïves murines ou humaines induites in vitro via le TCR en présence de TGF-β expriment 

Helios. Par contre, les cellules T Foxp3+ induites in vivo par voie orale n’expriment pas 

Hélios. L’expression d’Hélios avait donc été liée aux nTreg.  

Cependant des travaux récents (Akimova et al. 2011) ont montré qu’Hélios n’était pas un bon 

candidat puisque son expression serait plutôt liée à l’activation et la multiplication des cellules 

T mais pas spécifiquement des CD4+Foxp3+. Hélios est fortement exprimé et de façon 

transitoire après activation des cellules T CD4+ et CD8+ classiques ainsi que des CD4+Foxp3+. 

3. Spécificité Ag-dépendante de la suppression 

a. Signalisation via le TCR 

La signalisation via le TCR est nécessaire pour le développement de cellules Treg Foxp3+ 

dans le thymus et la périphérie (Ohkura et Sakaguchi 2010).  

b. TCR et spécificité antigénique des iTreg 

Les cellules Treg comme toutes les cellules CD4+ possèdent un TCR qui a subi des 

réarrangements somatiques ce qui permet la reconnaissance spécifique de peptides 

antigéniques dans le contexte des molécules de classe II du CMH. L’activation des cellules T 

naïves conventionnelles nécessite une reconnaissance spécifique de l’antigène et on peut 

penser que cela est la même chose pour les Treg. 

Les premières études sur l’activité suppressive des Treg, en particulier dans le contrôle de 

l’auto-immunité, suggéraient que la suppression était indépendante de la spécificité 

antigénique. De nombreuses études en modèle murin avaient montré que des Treg 

polyclonaux avaient la capacité de protéger contre de multiples formes d’auto-immunité 

(Masteller et al. 2006). De plus, des études in vitro montraient qu’une fois activées via le 

TCR, les cellules Treg montraient également une activité suppressive sur les autres cellules T 

avec une spécificité antigénique autre ou «effet bystander» (Takahashi et al. 1998, Ohkura et 

Sakaguchi 2010). 

Il apparait maintenant que la suppression serait bien antigène dépendante. De nombreux Treg 

avec une spécificité antigénique particulière ont été décrits. Par exemple, dans le modèle 
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d’EAE, des Treg spécifiques de la protéine de myéline (MBP) ont été détectées (Hori et al. 

2002).  

Il a également été montré que ces iTreg spécifiques d’antigène ont une activité suppressive 

plus importante que les nTreg ou les Treg polyclonaux. Par exemple, les Treg spécifiques 

d’un auto antigène pancréatique sont plus efficaces dans la prévention du diabète en modèle 

murin que des cellules Treg polyclonales (Tang et al. 2004). De plus chez des patients 

souffrant de mélanomes à un stade avancé, il a été montré que les cellules Treg et Th étaient 

activées par les mêmes épitopes de l’antigène tumoral (Fourcade et al. 2010). 

4. Plasticité 

Les cellules Treg sont très hétérogènes mais seraient également très « plastiques » et 

pourraient selon l’environnement (inflammation ou lymphopénie) être converties en Foxp3- 

Cette plasticité des Treg reste un sujet très controversé et très discuté (Bailey-Bucktrout et 

Bluestone 2011). 

Quatre grandes lignées de CD4 Th sont actuellement reconnues. Th1, Th2, Th17 et Treg dont 

la différenciation dépend de l’environnement (cytokines) et de l’activation de facteurs de 

transcription spécifiques de chaque lignée, T-bet pour TH1, GATA3 (TH2), RORγt (TH17) et 

Foxp3 (Treg). Les autres lignées (Th3, Th9, Tr1) seraient dérivées de ces 4 grands groupes. 

De plus en plus d’études ont montré que plusieurs facteurs de transcription trouvés chez les 

cellules Th sont exprimés chez les cellules Treg. Les cellules exprimant les facteurs de 

transcription Foxp3 et RORγ-t ont été trouvées in vivo chez la souris et chez l’Homme (Zhu & 

Paul 2010). Il a été suggéré que ces cellules sont les précurseurs des cellules Th17 et les 

cellules Treg induites (iTreg) (Fig. 4) (Wan et Flavell 2009, Hory 2010, Zhu et Paul 2010). 

a. Interconversion Treg/Th17, Th1 Th2 

Les cellules Treg Foxp3+ peuvent se différencier pour contrôler les réponses immunes de type 

Th1 ou Th2, et acquérir des facteurs de transcription spécifiques des populations Th1 ou Th2 

(Sakaguchi et al. 2009).  

 

a. Relation Treg/Th1 

Les cellules nTreg peuvent exprimer T-bet dont l’expression augmente dans ces cellules 

quand elles sont dans un environnement cytokinique de type Th1 (Koch et al. 2009). Dans ces 

conditions, il y a également augmentation de l’expression du récepteur pour les chimiokines 



98 

 

CXCR3 (qui est sous le contrôle de T-bet), ce qui guide les Treg vers les sites inflammatoires 

de type Th1 (Koch et al. 2009). De plus, les Treg n’exprimant pas T-bet prolifèrent moins 

bien dans un environnement de type Th1 et ne régulent plus efficacement les réponses Th1 

indésirables. Un niveau bas de T-bet dans les cellules Treg peut induire l’expression CXCR3 

mais pas de l’IFNγ.  

L’expression concomitante de T-bet et Treg a aussi été décrite dans le cas de toxoplasmose 

létale chez la souris C57BL/6 (Oldenhove et al. 2009). Dans ce cas, il y a également 

augmentation de l’expression de CXCR3 mais les Treg ne sont pas dirigées vers le site de 

l’infection. Elles conservent également leur activité suppressive dans ces conditions et 

acquièrent la capacité de produire de l’IFNγ. 

Une population cellulaire exprimant T-bet et Foxp3 peut produire de l’IFNγ, et en même 

temps garder son activité régulatrice (Stock et al. 2004, Zhu et Paul 2010). 

Il est probable que le rapport d’expression du Foxp3 vis-à-vis des autres facteurs de 

transcription soit crucial pour maintenir la fonction des cellules Treg. Foxp3 peut former des 

complexes avec les autres facteurs de transcription comme T-bet, GATA3 ou RORγ-t pour 

réduire la production des cytokines effectrices par ces derniers (Zhu et Paul 2010). 

 

b. Relation Treg/Th2 

Des liens entre Th2 et Treg ont également été établis. Tout d’abord, la différenciation des Th2 

et des Treg fait appel à l’activation de STAT5 via l’IL2. De même, la relation entre Th2 et 

Treg est aussi illustrée par le fait que les souris «scurfy» aient une réponse de type Th2. Ce 

biais vers une réponse Th2 n’est pas dû à l’absence de Treg mais plutôt à l’absence de la 

fonction régulatrice des Treg chez ces souris. Foxp3 contrôle également l’expression de 

facteur de transcription de type Th2, IRF-4 (Interferon Regulatory Factor 4) (Zheng et al. 

2009). La délétion d’IRF-4 spécifiquement dans les Treg, abroge l’activité suppressive des 

Treg vis-à-vis des réponses de type Th2 mais pas de type Th1, produisant spontanément le 

développement d’une réponse incontrôlée de type Th2 (Zheng et al. 2009, Sakaguchi et al. 

2009). 

 

c. Relation Treg/Th17 

La relation étroite entre les cellules Th17 et les iTreg a été décrite. Il a été montré que les 

cellules CD4+ Th murines se différenciaient de manière mutuellement exclusive en Th17 ou 
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Treg (pour revue Weaver et Hatton 2009). Les deux lignées ont besoin de TGFβ pour se 

différencier. Quand des CD4 naïves sont activées via le TCR en présence de TGF β et d’IL6, 

elles se différencient en Th17. Le TGFβ est capable d’induire dans ces cellules l’expression 

de Foxp3 et de RORγt. Dans ces conditions, Foxp3 et RORγt s’associent ce qui inhibe 

l’activité de RORγt qui n’agit plus comme un activateur de transcription. En présence d’IL6 

l’inhibition est levée et la différenciation en Th17 est initiée. Ce lien entre les deux 

populations a aussi été observé in vivo en utilisant des souris génétiquement modifiées dans 

lesquelles on peut marquer avec la GFP les cellules exprimant au cours de leur vie Foxp3. 

Dans ces conditions, il a été montré que 25% des cellules produisant de l’IL17 exprimaient ou 

avaient exprimé Foxp3 au cours de leur vie (pour revue Ziegler et Buckner 2009). 

Ces données supportent l’hypothèse d’un précurseur commun entre ces deux populations 

Th17 et Treg. Elles supposent aussi que les Treg comme les Th17 ne sont pas complètement 

différenciées et qu’elles restent très « plastiques » et instables. 

b. Cellules « exFopx3 » et instabilité des Treg 

La controverse existe entre les différentes études sur la stabilité des Treg. 

Plusieurs publications ont décrit la perte d’expression de Foxp3 et l’activité suppressive dans 

certaines conditions expérimentales comme dans un environnement lymphopénique ou 

inflammatoire (pour revue, Bailey-Buckner 2011, Hori 2011). D’autres expériences utilisant 

des souris transgéniques, dont on peut suivre la population Foxp3 du début de son 

développement et tout le long de la vie de la souris, montrent que l’expression de Foxp3 serait 

relativement stable. 

5. Homing et migration 

a. Chimiokine et développement thymique 

Les chimiokines sont des molécules clés régulant le trafic des leucocytes. Bien que la plupart 

des chimiokines soient sécrétées dans des conditions inflammatoires, deux d’entre elles 

CCL21 et CCL19 sont constitutivement exprimées et contrôlent les mouvements cellulaires à 

l’homéostasie. Le récepteur de ces chimiokines est le CCR7. 

Les nTreg se développant dans le thymus sont une population homogène exprimant CCR7. 

Ces cellules ressemblent à des lymphocytes T conventionnels naïfs et migrent vers les organes 

lymphoïdes secondaires. Les cellules nTreg peuvent se développer dans le thymus en absence 
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de CCR7. Le nombre total des cellules T Foxp3+ dans le thymus de souris CCR7KO est 

comparable à celui des souris sauvages (Schneider et al. 2007) cependant,  leur activité 

suppressive in vivo est défectueuse. La cause principale de cette incapacité est due à leur 

incapacité à migrer dans les  zones T des ganglions (Schneider et al. 2007, Menning et al. 

2007, Kocks et al. 2007). 

Les cellules nTreg sont divisées en deux sous populations selon leur expression de CD103. 

Les cellules nTreg qui expriment CD103, sont des Treg effectrices et les cellules nTreg qui 

n’expriment pas CD103 sont les Treg naïves (Huehn et al. 2004). Les cellules nTreg naïves 

assurent leur fonction suppressive dans les ganglions. Les cellules nTreg effectrices migrent 

dans les tissus périphériques où elles exercent leur activité suppressive. Il a été suggéré que 

ces 2 phénotypes représentaient 2 stades de développement de la même lignée. Les cellules 

Treg à la sortie du thymus seraient CCR7+ CD103- et migreraient vers la périphérie où elles 

acquerraient leur phénotype effecteur. Cependant cette hypothèse est invalidée par le fait que 

dans les souris CCR7KO les cellules CD103+ prédominent. De plus, ces cellules, en l’absence 

de CCR7, sont bien capables de migrer en périphérie mais n’ont plus d’activité suppressive. 

b. Migration dans les sites lymphoïdes et non lymphoïdes 

Les Treg sont présentes dans les tissus lymphoïdes secondaires mais également dans la 

plupart des tissus non lymphoïdes même en absence d’inflammation (pour revue Campbell et 

Koch 2011) (Tableau 3). 

Les Treg peuvent migrer et s’accumuler aux sites d’inflammation et d’infection comme la 

peau, le pancréas, les muqueuses, le cerveau, les tumeurs, les poumons, (Huehn et al. 2005, 

Siegmund et al. 2005, Huehn & Hamann 2005). Cependant dans la plupart des circonstances, 

comme par exemple lors de colite expérimentale, les Treg migrent à la fois vers les ganglions 

drainants et les sites inflammés (Mottet et al. 2003). La question se pose de savoir si les Treg 

jouent leur rôle tout d’abord dans les tissus puis dans les ganglions drainants ou l’inverse. 

Le comportement migratoire des cellules Treg a un effet crucial sur leur activité suppressive 

in vivo (Huehn et al. 2005, Siegmund et al. 2005, Huehn et Hamann 2005). 

c. Recrutement aux sites inflammatoires 

Le recrutement des Treg vers les tissus est fortement augmenté en conditions inflammatoires. 

Cependant, la contribution des différents récepteurs de chimiokines (CCR) dans cette 
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migration varie considérablement en fonction du tissu impliqué et du type de réponse 

inflammatoire.  

Les cellules Treg et les Teff recrutées dans un même site d’inflammation expriment des CCRs 

similaires (Sakaguchi et al. 2009). L’expression de certains CCRs sur les Treg guiderait ces 

cellules vers les CPA produisant la chimiokine correspondante et les autres types de cellules 

Teff exprimant les mêmes CCR, facilitant le contact cellulaire nécessaire à une suppression 

efficace (D’Ambrosio et al. 2003, Iellem et al. 2003). 

Par exemple, les cellules Treg migrant dans les sites d’inflammation de type Th17 expriment 

le CCR6 qui est aussi exprimé par les cellules Th17 sous contrôle du facteur de transcription, 

RORγt (Hirota et al. 2007). La présence des cellules Treg dans les organes lymphoïdes et 

dans les tissus inflammés assurent la suppression dans la phase primaire, dans les organes 

lymphoïdes et le contrôle des réponses tardives directement dans les tissus inflammés (Huehn 

et Hamann 2005). Des travaux anciens suggéraient qu’il existait une division du travail entre 

les différentes sous populations des cellules Treg, c'est-à-dire que deux populations 

différentes de Treg migraient soit vers les organes lymphoïdes soit vers les tissus (pour revue, 

Huehn et Hamann 2005). Des études plus récentes, en particulier une étude d’allogreffe, 

montre que les Treg migreraient de façon séquentielle d’abord du sang vers le greffon puis 

vers le ganglion drainant (Zhang et al. 2009). Ce trafic serait essentiel pour une fonction 

suppressive optimale dans ce modèle en particulier « l’éducation » des Treg au site de 

l’inflammation serait primordiale. L’utilisation de cellules Treg provenant de souris KO pour 

différents CCR a permis de montrer que la migration du sang au greffon dépendait de CCR2, 

4 et 5 et que la migration vers le ganglion drainant dépendait de CCR2, 5 et 7. Ces études qui 

doivent être complétées par d’autres montrent bien la complexité de la migration des Treg 

pendant une inflammation.  

VII.  Outils pour étudier les cellules Treg 

Plusieurs types d’approche ont permis l’étude des cellules Treg in vivo. Tout d’abord 

l’utilisation de souris transgéniques, mais aussi l’utilisation d’anticorps agonistes ou 

antagonistes permettant d’inhiber ou d’activer les cellules Treg in vivo (Tableau 6). D’autres 

techniques, comme les transferts de cellules Treg avec ou sans amplification in vitro ou 

encore l’utilisation de différentes molécules permettant l’expansion in vivo des cellules Treg, 

ont été utilisées dans les différents modèles expérimentaux pour étudier le rôle des Treg in 

vivo. 
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1. Les souris 

La découverte de l’importance primordiale de Foxp3 dans l’activité suppressive des Treg a 

permis de développer des souris soit déficientes en Foxp3 soit sur exprimant ce gène. 

Les souris appelées «DEREG» (DEpletion of REGulatory T cells) sont des souris chez 

lesquelles le récepteur de la toxine diphtérique (DT) a été transfecté sous le contrôle du 

promoteur de Foxp3. Une seule injection de DT est suffisante pour éliminer de façon sélective 

et efficace les cellules Treg chez ces souris DEREG (Lahl et al. 2007). Cela permet la 

déplétion pendant des temps plus ou moins longs des cellules Treg. Ces souris constituent 

donc un très bon modèle de souris transgéniques pour étudier le rôle des cellules Treg (Lahl et 

al. 2007, Kim et al. 2007). 

La déplétion des cellules Treg chez les souris DEREG conduit au développement de 

symptômes ressemblant à ceux des souris «scurfy» avec une splénomégalie, une 

lymphadénopathie, une insulite et une inflammation de la peau (Lahl et al. 2007). De 

nombreuses variantes de ces souris ont été fabriquées avec l’adjonction en fusion de 

molécules fluorescentes comme la GFP et/ou la luciférase ce qui permet de suivre les cellules 

Foxp3+ par fluorescence et bioluminescence (Suffner et al. 2010). 

La limite de l’utilisation des souris DEREG est que la déplétion n’est pas complète mais de 

l’ordre de 95-98%. De plus, après 2 semaines de traitement à la DT, il y a ré expansion de 

cellules Foxp3+Treg n’exprimant pas la GFP (donc n’exprimant pas le transgène). 

Des lignées de souris sur exprimant Foxp3 (Foxp3Tg) ont aussi été générées. Des croisements 

avec les mutants naturels «scurfy» ont également été produits et utilisés pour comprendre 

l’implication de différentes sous populations ou cytokines dans les phénomènes d’auto-

immunité (Sharma et Ju 2010). 

La plupart de ces souris ont un fond génétique C57BL/6 ce qui est un facteur limitant pour un 

certain nombre d’études. 

2. Les anticorps ou agonistes dirigés contre les marqueurs membranaires anti 

CTLA-4, GITR, CD25, cytokines qui activent ou inhibent les Treg. 

a. Anti-CD25 

Avant la caractérisation de Foxp3 le principal outil disponible pour supprimer les cellules 

Treg in vivo était l’anti-CD25. La déplétion avec cet anticorps a été et est toujours largement 

utilisée pour étudier l’implication des Treg dans différentes pathologies comme les maladies 
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auto-immunes (Sakaguchi et al. 1995), le cancer (Onizuka et al. 1999), les infections 

parasitaires, virales, bactériennes (Long et al. 2003, Hisaeda et al. 2004, Vigário et al. 2007, 

Couper et al. 2007, Couper et al.2008, Mendez et al. 2004, Okwor et al. 2009, Kotner et 

Tarleton 2007). 

Les anticorps monoclonaux PC61 (IgG1 de rat) et 7D4 (IgM de rat) qui bloquent la fixation 

de l’IL2 sur son récepteur sont les plus utilisés (Sakaguchi et al. 1995, Couper et al. 2007). 

Les mécanismes de déplétion après injections de ces anticorps sont mal connus. Cependant il 

a été montré pour l’anticorps 7D4 que celui-ci induisait soit une régulation négative du 

récepteur CD25 soit un relargage de CD25 de la surface des cellules et non pas une 

disparition de la population cellulaire ciblée puisque le pourcentage de cellules Foxp3+ n’était 

pas diminué après injection de cet anticorps  (Kohm et al. 2006, Couper et al. 2007). 

De même, l’injection aux souris de l’anticorps PC61 induit une forte réduction de la 

population TregFoxp3+ mais pas une déplétion totale puisque les cellules CD25low et CD25-

Foxp3 ne sont pas éliminées. Cette réduction est de l’ordre de 45 à 60% des cellules 

CD4+Foxp3+ sur les cellules de rate de souris (Couper et al. 2007, Zelanay et Demengeot 

2006). L’efficacité de déplétion n’est pas dépendante de la dose d’anticorps injectée puisque 

dès 200 µg d’anticorps purifiés on obtient ce taux de déplétion et l’augmentation de la dose a 

seulement pour effet d’augmenter la durée de déplétion. L’effet de la déplétion avec le clone 

PC61 se maintient pendant au moins 13 jours après l’injection de 750 µg d’anticorps (Couper 

et al. 2007). 

Si la déplétion des cellules CD25+ avec ces anticorps s’est montrée efficace dans de 

nombreuses études, dans des conditions inflammatoires il apparait que la déplétion peut 

également toucher des cellules activées effectrices comme cela a été montré en phase aiguë de 

la toxoplasmose (Couper et al. 2009, Tenorio et al. 2011). 

b. Anticorps déplétants ou neutralisants 

Divers anticorps spécifiques d’antigènes de membrane comme GITR ou CTLA-4 ont été 

utilisés pour intervenir sur les cellules Treg aussi bien in vitro qu’in vivo. 

La fixation des anticorps anti-GITR sur les Treg inhibe leur fonction suppressive. Quand des 

anticorps anti-GITR sont ajoutés in vitro, ils inhibent l’activité suppressive des Treg (Shimizu 

et al. 2002). 
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L’injection in vivo d’anticorps anti-GITR induit soit une expansion de Treg ou alors une 

déplétion de ces cellules selon l’anticorps injecté (Coe et al. 2010) ou une diminution de la 

stabilité des Treg qui perdent l’expression de Foxp3 (Cohen et al. 2010). Le rôle des anticorps 

anti-CTLA-4 est également controversé d’une expérience à l’autre selon l’anticorps et le 

modèle infectieux. 

c. Anticorps anti-cytokines 

L’IL2 est indispensable pour le maintien des cellules Treg CD4+Foxp3+CD25+ dans la 

périphérie. La source principale de l’IL2 provient des cellules T CD4+CD25lo activées 

incluant les cellules T réactifs au soi (Setoguchi et al. 2005). 

L’injection d’anticorps anti-IL2 provoque une diminution importante des Treg. L’anti-IL2 

bloque l’attachement de l’IL2 sur son récepteur IL2R et donc diminue le nombre de cellules 

Treg CD4+Foxp3+CD25+ pour une durée limitée et initie des maladies auto-immunes de la 

même façon que celles produites après la déplétion des Treg. Le traitement des souris NOD 

avec un anti-IL2 induit le diabète de façon précoce vis-à-vis des souris non traitées. De plus 

ces souris souffrent également de nombreuses maladies auto-immunes comme la gastrite, la 

thyroïdite, la sialoadénite, et une neuropathie sévère. De même l’utilisation de protéines 

recombinantes de fusion composées de fragments de la toxine diphtérique et de l’IL2 induit 

une déplétion des Treg en ciblant et détruisant les cellules exprimant le CD25 (Matsushita et 

al. 2008) 

Les anticorps anti-IL10R et anti TGF pourraient également être utilisés pour manipuler les 

cellules Treg (Taher et al. 2008). Ils ont été utilisés dans un modèle murin d’allergie 

respiratoire (AHR : Airway Hypersensitivity Reaction) et ont conduit à une amélioration de la 

pathologie (Taher et al. 2008). 

 

3. Les produits induisant la multiplication et l’expansion des Treg 

De par leur faible nombre et leur importance dans de nombreuses pathologies, plusieurs 

stratégies de  multiplication ex vivo de Treg, en particulier pour les cellules humaines ont été 

développées. 

Plusieurs produits peuvent être utilisés pour induire la multiplication et l’expansion des 

cellules Treg in vitro, à des fins thérapeutiques ou expérimentales ou in vivo. 



105 

 

a. La rapamycine 

La rapamycine est connue depuis des années comme une molécule immunosuppressive. Elle 

agit sur un facteur de transcription le mTOR (mammalian Target of Rapamycin)  en inhibant 

la signalisation de réponses aux cytokines et facteurs de croissance. Elle supprime la synthèse 

des protéines et la progression dans le cycle cellulaire. L’adjonction de rapamycine dans des 

cultures de cellules murines in vitro augmente le nombre et la fonction suppressive des 

CD4+CD25+Foxp3+ après plusieurs semaines de culture. Elle induit également l’expansion de 

Treg transférés in vivo (pour revue Wekerle 2008). Un effet semblable a été décrit pour les 

cellules Treg humaines pour lesquelles la rapamycine induit in vitro l’expansion des Treg et 

l’inhibition de la prolifération des CD4+CD25- effecteurs. La rapamycine bloque la 

prolifération des cellules effectrices conventionnelles mais facilite la prolifération des cellules 

nTreg et iTreg in vitro (Battaglia et al. 2006, Kang et al. 2008, Long et Buckner 2008). Les 

cellules Treg sont résistantes à l’inhibition de la rapamycine parce que seule la voie STAT5 

est activée dans les cellules Treg mais pas le mTOR, qui est la cible de la rapamycine (Bayer 

et Malek 2008, Malek et Castro 2010). La rapamycine augmente l’activité suppressive des 

cellules iTreg in vitro (Bocian et al. 2010).  

b. La vitamine D3 

La vitamine D3 (Vit D3) est également une molécule immunosuppressive et de nombreuses 

études chez l’Homme et l’animal ont montré qu’elle avait un effet inhibiteur sur la maturation 

et la différenciation des CD in vitro. De plus des études épidémiologiques montrent de plus en 

plus d’association entre le taux de Vit D3 et des infections ou maladies auto-immunes. Chez 

la souris l’apport de Vit D3 dans l’alimentation a montré par exemple une expansion de Treg 

et la prévention du développement du diabète chez la souris NOD. Les cellules Treg peuvent 

être induites chez les souris en utilisant une forme active de vitamine D3 soit dans la forme 

injectable (Taher et al. 2008) soit par l’application topicale de son analogue (Ghoreishi et al. 

2009). 

c. Anti-CD3, CD28, IL2 

La combinaison des anticorps Anti-CD28 et anti-CD3 en présence d’IL2, pour stimuler in 

vitro les cellules Treg isolées, permet la multiplication de ces cellules jusqu’à 200 fois le 

nombre original. Ces cellules Treg multipliées in vitro gardent leurs fonctions régulatrices et 

peuvent être congelées dans l’azote liquide (Ring et al. 2007). Cependant c’est une expansion 

polyclonale et les nouvelles techniques d’expansion ont pour but la multiplication de Treg 



106 

 

spécifiques d’un antigène particulier. Cette multiplication a été obtenue pour plusieurs 

antigènes. En particulier, dans le modèle de souris diabétiques NOD, l’expansion de Treg 

spécifiques d’un peptide a été obtenu in vitro en remplaçant l’anti-CD3 par une molécule de 

classe II recombinante chargée avec ce peptide (Jang et al. 2003). De même, des CD chargées 

avec des peptides sont capables d’induire l’expansion de Treg spécifiques (pour revue, 

Masteller et al. 2006). 

 

d. Complexes IL2-anti-IL2 

L’injection à la souris de complexes composés d’IL2 couplés à certains anticorps anti-IL2 

induit spécifiquement une expansion de Treg (Boyman et al. 2006). L’anticorps JES6-1 

couplé à l’IL2 induit cette expansion préférentielle et a montré son efficacité à traiter 

l’asthme, ainsi que l’encéphalite expérimentale (EAE) chez la souris. Ces complexes sont 

maintenant largement utilisés pour induire in vivo les Treg chez la souris. 

 

4. Les produits diminuant la multiplication des cellules Treg 

a. La toxine pertussique 

La toxine pertussique diminue le nombre et le pourcentage des cellules Treg Foxp3+ 

spléniques après injection chez la souris C57BL/6. L’utilisation de cette toxine associée à 

l’anti-CD25 conduit à l’aggravation de l’encéphalite auto-immune expérimentale chez la 

souris (Cassan et al. 2006). 

 

L’utilisation de ces outils permettant l’expansion in vitro ou in vivo ou la déplétion des Treg a 

permis de déterminer le rôle de ces cellules dans les maladies auto-immunes, la tolérance 

materno-fœtale, mais également dans les maladies infectieuses.  
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Tableau 6 : Les produits modulant l'activité des cellules Treg (modifié d’après Trzonkowski 

et al. 2009) 

Produits Fonctions 

Vitamine D3 

(calcitriol) 

Augmente la capacité suppressive des cellules Treg 

Induit la tolérance orale en induisant les cellules Th3 

Rapamycine Un médicament immunosuppresseur induisant préférentiellement 

les cellules Treg in vivo et in vitro 

Inhibiteurs de 

Calcineurine 

Un groupe des médicaments immunosuppressifs qui diminuent 

fortement le nombre de cellules Treg in vivo et in vitro et inhibent 

leur fonction via l’inhibition de l’IL2 

Glucocorticoïdes Le traitement avec les glucocorticoïdes augmente le nombre des 

cellules Treg en périphérie 

Alemtuzumab (anti-

CD52 anticorps) 

Certaines études montrent une augmentation des effets sur les 

cellules Treg et d'autres aucun effet 

IL2 Abroge la fonction suppressive de cellules Treg 

Nécessaire dans le développement et la prolifération de cellules 

Treg 

Cyclophosphamide Un médicament anticancéreux qui diminue le nombre de cellules 

Treg dans le corps 

Fludarabine Un médicament anti cancéreux qui diminue le nombre de cellules 

Treg dans le corps 

Estrogènes Estrogènes augmentent les cellules Treg Foxp3+, un phénomène lié 

à l’immunosuppression pendant la gestation et la phase lutéale du 

cycle menstruelle. Estrogènes causent une augmentation de 

l’expression de PD-1 

Acide Rétinoïque Induit la multiplication et le « homing» des cellules Treg vers 

l'intestin 
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E. Cellules Treg dans les infections 

La survie à une infection nécessite la génération d’une réponse immunitaire contrôlée de 

l’hôte qui reconnait le pathogène et l’élimine tout en limitant les dommages collatéraux dus à 

la destruction des tissus environnants. De façon concomitante, le pathogène lui-même doit 

réguler la réponse de l’hôte pour assurer sa survie et sa transmission. Beaucoup de pathogènes 

se sont adaptés en développant des mécanismes divers d’échappement à la réponse 

immunitaire de l’hôte. Le rôle des Treg aussi bien des nTreg que des iTreg spécifiques du 

pathogène est étudié de façon importante depuis les 10 dernières années dans diverses 

infections. Différentes études ont été faites pour révéler le rôle des cellules Treg dans la 

protection ou la sensibilité des hôtes aux différents pathogènes. La plupart de ces études ont 

été faites chez la souris utilisant différents modèles d’infections bactériennes, virales et 

parasitaires pour la plupart dans des modèles d’infections chroniques (pour revues Majlessi et 

al. 2008, Belkaid et al. 2006, Belkaid 2007, Demengeot et al. 2006, Wilson et Maizels 2004 

et 2006). Ces modèles d’infections montrent que le rôle de cellules Treg est variable d’un 

pathogène à l’autre, d’une souche à l’autre du même pathogène selon la virulence de la 

souche utilisée et aussi selon la génétique de la souche de souris  utilisée. Chez l’Homme la 

plupart des études analyse les Treg dans le sang ce qui peut apporter un biais puisque dans les 

infections chroniques par exemple, les Treg s’accumulent de façon préférentielle dans les 

tissus et rarement dans le sang. De plus la caractérisation phénotypique des Treg chez 

l’Homme est variable d’une étude à l’autre et est basée soit sur les marqueurs CD25 et Foxp3 

seuls ou associés à d’autres marqueurs comme CD127. 

Le rôle précis de chacune des populations nTreg et iTreg dans un contexte infectieux est 

difficile à déterminer puisque ces deux populations sont présentes en périphérie et ne peuvent 

pas être différenciées du point de vue phénotypique. De plus, l’utilisation de l’anti-CD25 dans 

un contexte infectieux a montré ses limites puisque par définition, il y a activation après 

infection et la déplétion avec cet anticorps peut toucher aussi bien les Treg que les Teff 

activés. C’est sans doute pour cette raison que différentes expériences avec les mêmes 

pathogènes et les mêmes lignées de souris donnent des résultats différents selon la cinétique 

d’injection de l’anticorps.  
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I. Mise en évidence de l’expansion des Treg au cours des 

infections 

Dans de nombreux modèles infectieux une augmentation de la population Foxp3+ est 

observée aussi bien dans des modèles animaux expérimentaux que chez les patients (Tableau 

7). L’accumulation de Treg lors d’infection peut provenir soit de l’expansion de nTreg ou 

iTreg spécifiques du pathogène ou alors localement du recrutement dans les sites infectés des 

Treg. Les infections chroniques virales sont liées à une réponse immune faible, une fonction 

détériorée des CD (Li et al.2008) et une augmentation des cellules Treg Foxp3+ (Ebinuma et 

al. 2008, Ward et al. 2007). Par exemple, chez les patients qui sont infectés en phase 

chronique par le VIH, le nombre de Treg circulant est faible par contre dans certains tissus 

infectés ce nombre est beaucoup plus important que chez des individus non infectés. 

L’accumulation des Treg dans les différents tissus infectés pourrait être la cause de cette 

diminution dans le sang. Les virus de l’hépatite B et C (VHB et VHC) sont responsables 

d’infections chroniques. Chez les patients infectés par le VHB en phase chronique, le nombre 

de Treg Foxp3+ est fortement augmenté dans le sang et le foie. De même, chez les patients 

infectés par le VHC le nombre de Treg est plus important dans le sang. 

Chez l’Homme, le nombre de cellules Treg augmente dans le sang et aux sites d’infection 

chez les patients infectés avec Mycobacterium tuberculosis et présentant une tuberculose 

active. Le nombre de cellules Foxp3+ est corrélé inversement avec l’immunité locale 

spécifique contre les mycobactéries (Hougardy et al. 2007). 

Helicobacter pylori provoque des infections chroniques chez l’Homme, qui peuvent être 

traités avec les antibiotiques, pourtant, les personnes guéries ne sont pas résistantes à la 

réinfection. Une augmentation des transcrits de Foxp3 et de TGFβ est trouvée dans la 

muqueuse gastrique des individus infectés avec H. pylori (Kandulski et al. 2008). Les cellules 

T mémoires périphériques du sang des individus infectés et non infectés, prolifèrent en 

réponse à l’antigène de H. pylori mais la déplétion de cellules Treg n’augmente  la 

prolifération que des cellules des individus infectés suggérant la présence des cellules Treg 

spécifiques de H. pylori (Lundgren et al. 2003). 

L’augmentation de cellules Treg Foxp3+ spécifique d’antigène, a aussi été observée chez les 

souris infectées avec Listeria monocytogenes (Ertelt et al. 2009).  
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Les infections par les filaires et par les helminthes en général induisent une 

immunosuppression. Dans la plupart des modèles murins d’infection avec des filaires (comme 

Brughia malayi ou Heligmosoides polygyrus ou Litosomoides sigmodontis), ou lors de la 

schistosomiase, il y a une expansion des cellules Treg. Brugia malayi sécrète un homologue 

de TGFβ de mammifère (Gomez-Escobar et al. 2000) qui pourrait induire la conversion de 

cellules Treg chez son hôte.  

1. Rôles bénéfiques des Treg dans les infections. 

La présence des Treg au cours des infections peut se révéler bénéfique ou délétère pour l’hôte. 

Trois études indépendantes ont mis en évidence au même moment le rôle des Treg contre 3 

pathogènes différents un champignon, (Pneumocystis carinii), une levure (Candida albicans) 

et un protozoaire (Leishmania major) (pour revue Demengeot 2006). Dans tous ces cas les 

Treg maintiennent l’infection mais limitent l’immunopathologie associée.  

Le rôle « protecteur » des Treg contre l’immunopathologie associée à diverses infections 

bactériennes, virales et parasitaires a été décrit depuis ces premiers travaux. Les cellules Treg 

chez les souris infectées avec Helicobacter hepaticus contrôlent les réponses immunes innées, 

diminuent l’inflammation intestinale et augmente la survie des souris. Dans ce modèle 

expérimental, l’activité suppressive des Treg est dépendante de l’IL10 et du TGFβ (Kullberg 

et al. 2002, Maloy et al. 2003). De même, les Treg limitent les gastrites dues à une infection 

par H. pylori. 

Il a été suggéré que les cellules Treg jouaient un rôle dans le contrôle de l’inflammation 

chronique et des lésions du foie chez les porteurs du VHC. En effet, il existe une corrélation 

inverse entre la production de TGFβ spécifique du VHC par les cellules Treg CD4+CD25+ et 

les lésions du foie (Bolacchi et al. 2006). De plus, les personnes chroniquement infectées avec 

VHC et qui ont moins de cellules Treg, développent une auto-immunité (Boyer et al. 2004). 

Les infections chroniques par Schistosoma mansoni chez les souris illustrent bien le rôle 

protecteur  des cellules nTreg contre l’immunopathologie. L’élimination des cellules nTreg 

chez la souris entraine des dommages au niveau du foie (Hesse et al. 2004). 

Un autre rôle bénéfique des Treg est le maintien de la mémoire immunitaire. Les travaux de 

Belkaid ont montré que la persistance du parasite, en l’occurrence leishmania, était nécessaire 
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pour le maintien de la réponse à une infection ultérieure. Cette persistance était due à la 

présence de Treg aux sites primaires de l’infection (Belkaid et al 2002). 

Un autre aspect bénéfique des Treg est la conséquence de l’effet « bystander » de la 

suppression. « L’hypothèse hygiéniste » est la conséquence du rôle des Treg « infectieux » 

dans le contrôle des allergies.  

Une augmentation des cas d’allergies en Europe et dans les autres pays développés, serait une 

conséquence d’un stress infectieux diminué dans l’enfance (Will-Karp et al. 2001) dus aux 

meilleures conditions d’hygiène. Il est suggéré que le mécanisme pourrait être lié à une 

diminution de cellules Treg.  

L’observation de l’incidence des allergies dans des populations infectées par les helminthes et 

les expériences de co-infection chez la souris supporte ce modèle.  

Les relations inverses entre les infections parasitaires induisant une réponse de type Th2 et le 

développement d’allergie comme l’asthme sont bien décrites. De plus les différents modèles 

murins d’infections par des helminthes ont confirmé ce lien entre l’infection parasitaire et la 

protection contre le développement de l’allergie. Par exemple, l’induction des cellules Treg 

après des infections parasitaires intestinales, diminuent l’intensité des réponses effectrices et 

protègent contre l’inflammation des voies respiratoires (Wilson et al. 2005a). L’exposition de 

souris à l’antigène de Schistosoma mansoni, prévient le développement de diabète de type-1 

dans les souris NOD (Zaccone et al. 2003) et la colite expérimentale (Elliott et al. 2003). 

L’infection de souris avec Heligmosomoides polygyrus diminue la réponse immunitaire aux 

allergènes (ovalbumine, l’antigène Der p1). Cette diminution de la réponse immunitaire 

dépend de l’activité des cellules T CD4+CD25+ mais est indépendante de l’IL10 (Wilson et al. 

2005a). De plus, les cellules CD4+CD25+ des souris infectées avec Heligmosomoides 

polygyrus mais non allergiques, ont une activité régulatrice forte qui peut transférer la 

tolérance aux souris non infectées mais allergiques (Wilson et al. 2005a).  

De même, les bactéries probiotiques sont bénéfiques dans les inflammations intestinales par 

l’induction des Treg. La présence de microorganismes symbiotiques et/ou pathogéniques dans 

les intestins ou les autres tissus, pourrait maintenir un réservoir des cellules Treg naturelles 

et/ou induites, qui ensuite, pourraient maintenir l’homéostasie du système immunitaire de 

l’hôte et augmenter le seuil nécessaire pour activer et induire une réponse immunitaire 
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(Wilson et Maizels 2004 et 2006, Maizels 2005). L’augmentation du seuil d’activation et 

d’induction de la réponse immunitaire, est bénéfique pour réduire les réponses immunes 

aberrantes comme l’allergie et les maladies auto-immunes (Wohlfert et Belkaid 2008).  

2. Rôle délétère des Treg dans les infections 

Les Treg ont aussi un rôle délétère en induisant la persistance du pathogène. Dans un modèle 

de filariose, on observe une accumulation de cellules nTreg dans la cavité thoracique. 

L’élimination de ces cellules entraîne l’élimination du parasite et protègent les animaux 

contre la maladie (Taylor et al. 2005, Belkaid 2007). Les cellules Treg contrôlent les réponses 

immunes effectrices chez les souris infectées avec Litomosoides sigmodontis et sont 

responsables de la persistance parasitaire (Taylor et al. 2005, Belkaid et Rouse 2005). La 

diminution de l’activité des cellules Treg en utilisant des anticorps monoclonaux, augmente la 

réponse immune contre le parasite et entraîne l’élimination des vers adultes de 

Litosomosoides sigmodontis (Taylor et al. 2005). 

Le rôle de cellules T régulatrices a aussi été étudié dans certaines infections bactériennes 

intracellulaires comme par exemple dans le cas de Salmonella. Ici encore les cellules Treg 

jouent un rôle dans la persistance de l’infection en diminuant la réponse effectrice dans les 

trois à quatre premières semaines d’infection mais ensuite ces cellules Treg laissent la place 

aux cellules T effectrices pour réduire la charge bactérienne (Johanns et al. 2010). 

La déplétion des cellules T CD4+CD25+ dans les leucocytes périphériques des patients 

infectés par le VIH, le VHC ou le VHB, induit une augmentation de la réponse immune 

spécifique contre les virus, in vitro (Kinter et al. 2004, Pereira et al. 2007). Ces résultats 

suggèrent que les cellules Treg peuvent augmenter la réplication virale, en diminuant la 

réponse immune contre le virus et donc jouer un rôle dans les infections virales humaines 

(Wohlfert et Belkaid 2008). Dans le cas de l’infection par le VHC, presque un tiers des 

infections sont résolues, ce qui indique une possibilité d’augmenter l’immunité effectrice en 

modulant l’activité des Treg dans cette infection. 

II.  Cellules Treg et les vaccins contre les infections 

Les cellules Treg peuvent réduire les effets bénéfiques de vaccins contre les pathogènes. En limitant la 

fonction de cellules Treg, l’efficacité des vaccins contre les infections microbiennes, pourrait être 

augmentée. Dans une étude utilisant un vaccin anti-listeria, il a été montré que les nTreg 
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diminuaient l’intensité de la réponse secondaire CD8+ (Kursar et al. 2002). De même, des 

souris traitées avec un anti-CD25 au moment de la vaccination par le BCG ont une charge 

bactérienne diminuée après une infection d’épreuve avec Mycobacterium tuberculosis (Jaron 

et al. 2008). Dans ce cas la réponse contre des épitopes immunodominant et sous-dominant 

est augmentée. De même la déplétion des Treg lors d’une vaccination contre la malaria en 

modèle murin induit une immunité durable et un contrôle de la parasitémie plus importants 

que la vaccination seule. La déplétion permet également l’augmentation de la réponse T à des 

épitopes sous-dominants (Moore et al. 2005). La manipulation des Treg dans la vaccination 

contre les pathogènes n’est pas encore très développée, mais cela pourrait être une voie de 

recherche intéressante surtout en ce qui concerne les infections parasitaires humaines pour 

lesquels aucun vaccin n’est pour l’instant disponible. 

III.  Cellules Treg et infections par les protozoaires 

1. Rôle des Treg dans la leishmaniose 

Les travaux de Belkaid et al. (2002) ont été précurseurs dans l’étude de l’impact des Treg 

dans les pathologies infectieuses et en particulier chez les protozoaires. Ces expériences faites 

chez la souris ont montré que les cellules T régulatrices sont responsables de la persistance 

des parasites Leishmanie chez la souris, persistance qui est nécessaire au maintien d’une 

immunité à long terme (Belkaid et al. 2002). Chez la souris résistante C57BL/6, Belkaid et al. 

(2002) ont montré qu’après l’inoculation de promastigotes de Leishmania major des cellules 

CD4+CD25+ CTLA-4+ s’accumulaient au site d’infection après guérison des lésions cutanées. 

Ces cellules étaient responsables, par un mécanisme IL10-dépendant et indépendant, de 

l’inhibition des réponses des Teff CD4+CD25-. L’inhibition par les Treg empêchait 

l’élimination complète du parasite au site primaire de l’infection. Par contre, l’élimination 

totale du parasite était obtenue chez des souris ne produisant pas d’IL10. L’élimination 

complète des parasites était suivie de la perte de l’immunité vis-à-vis d’une réinfection. Donc 

les cellules Treg pouvaient contrôler l’équilibre délicat établi entre le pathogène et son hôte. 

Par contre, dans ce modèle Mendez et al. (2004) ont montré qu’après un challenge chez des 

souris chroniquement infectées par L. major, une réinfection dans un site distant de l’infection 

primaire entrainait une réactivation de l’infection à ce site. Les cellules Treg CD4+CD25+ ont 

aussi un rôle dans cette réactivation au site primaire de l’infection puisqu’elles sont  isolées en 

majorité du site primaire d’infection après la réactivation. De plus, le transfert des cellules 
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Treg CD4+CD25+ issues de souris récemment infectées aux souris avec une leishmaniose 

chronique, est suffisant pour la réactivation de l’infection antérieure. (Mendez et al. 2004). 

Ces résultats suggèrent que le nombre de Treg présents au moment de la réponse « mémoire » 

est directement responsable de l’efficacité de la réponse effectrice. 

Le rôle des Treg a aussi été largement étudié par la suite chez d’autres protozoaires aussi bien 

en modèle murin que chez l’humain. 

2. Rôle protecteur et pathologique des Treg dans la malaria 

Le rôle des Treg au cours de la malaria en particulier leur contribution dans l’évasion à la RI 

et l’immunopathologie a été bien documentée (pour revue Scholzen et al. 2010). Le nombre 

de cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ augmente chez l’Homme au cours de l’infection avec 

Plasmodium falciparum ou P. vivax mais également chez les souris infectées 

expérimentalement avec P. yoelli, P. berghei et P. chaubaudi. L’augmentation du nombre de 

cellules Treg chez l’Homme, apparait liée directement à la charge parasitaire. Pendant une 

étude expérimentale avec P. falciparum sur des volontaires naïfs, la charge parasitaire de 

1000 parasites par ml dans le sang est obtenue significativement plus tôt chez les individus 

ayant des quantités de cellules Treg CD4+CD25hiCD69- plus importantes à j10 post infection 

(Walther et al. 2005). 

Chez les patients symptomatiques de P. falciparum, la proportion de cellules Treg 

CD4+CD25+CD127lowFoxp3+ est également corrélée au nombre de parasites circulants 

(Minigo et al. 2009, Walther et al. 2009). De plus, l’induction in vitro de cellules Treg 

CD4+CD25hiFoxp3hi dépend aussi de la quantité de parasites ajoutée dans les cultures 

(Scholzen et al. 2009). Un certain seuil de parasitémie pourrait être nécessaire pour induire les 

cellules Treg ou pour stimuler leur prolifération chez l’Homme (Scholzen et al. 2010).  

Le nombre de cellules Treg augmente aussi chez les souris infectées avec le plasmodium. 

L’infection de souris avec Plasmodium yoelii montre une augmentation des cellules Treg au 

début de l’infection qui peut persister plus longtemps dans les infections létales (Hisaeda et 

al. 2005). Au contraire de ce que l’on observe chez l’Homme, le nombre de cellules Treg 

n’est pas directement lié à la charge parasitaire dans l’infection des souris avec P. yoelii. A 

l’inverse, le nombre de cellules Treg diminue avant le pic de parasitémie dans les infections 

létale et non létale avec P. yoelii. De même, le niveau de cellules Treg augmente avant la 
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détection de la parasitémie chez les souris infectées avec P. berghei ANKA mais diminuent 

une fois que  la charge parasitaire est augmentée (Long et al. 2003). 

Le ratio entre cellules Treg et cellules Teff pourrait être une mesure plus informative de 

l’homéostasie de la réponse immune. En effet, le ratio Teff/Treg est diminué chez les adultes 

infectées avec le paludisme par rapport aux témoins asymptomatiques (Minigo et al. 2009) 

suggérant un déséquilibre vers l’immunosuppression (Scholzen et al. 2009). Au contraire, les 

ratios Teff : Treg et T-bet : Foxp3 sont élevés pendant l’infection aiguë des enfants et les 

ratios sont encore plus  élevés dans les formes sévères de la maladie contrairement aux formes 

moins sévères (Walther et al. 2009) suggérant une perte d’immunorégulation pendant 

l’infection (Scholzen et al. 2010). 

Les modèles murins de malaria permettent d’examiner les dynamiques des ratios Teff/Treg à 

différents moments de l’infection (Scholzen et al. 2010). Les différentes études montrent une 

induction précoce des Treg après l’infection résultant en un ratio Teff/Treg diminué et une 

immunosuppression. Puis ceci est suivie par une expansion des Teff et une inversion du ratio 

Teff/Treg ce qui dans certains cas aura pour conséquence une réponse inflammatoire trop 

importante ou alors un retour à l’homéostasie après contrôle des parasites en rétablissant 

l’équilibre entre les deux populations Teff et Treg. 

Des infections expérimentales de souris C57BL/6 et CBA avec P. berghei ANKA ont des 

caractéristiques proches de la pathologie de la malaria cérébrale de l’Homme. Cette 

pathologie serait due à la séquestration de parasites dans les érythrocytes et l’augmentation au 

niveau local du taux de cytokines pro-inflammatoires. Au contraire, les souris résistantes 

Balb/c ne présentent pas ces symptômes et ont aussi bien à l’état naïf qu’après infection avec 

P. berghei un taux de Treg plus élevé que les souris C57BL/6 ce qui suggère que les Treg ont 

un rôle important dans ces différences de sensibilité au parasite. 

Par contre, la tolérance produite par les cellules Treg n’est pas toujours bénéfique comme par 

exemple dans le cas des souris infectées avec une souche létale de Plasmodium. Les souris 

infectées avec la souche létale de Plasmodium, meurent à cause d’une parasitémie élevée 

accompagnée d’un fort pourcentage de cellules Treg en périphérie (Hisaeda et al. 2004). La 

survie des souris après la déplétion des cellules Treg, montrent que la tolérance produite par 

ces cellules aide les parasites à échapper à la réponse immune des souris (Hisaeda et al. 

2004). 
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Tableau 7: Les infections induisant les cellules nTreg d’après Belkaid 2007 

Microorganismes Hôtes Effets des cellules Treg sur l’immunopathologie et sur la 

charge bactérienne, virale ou parasitaire 

Les infections bactériennes 

Helicobacter 

hepaticus 

Souris Contrôle des réponses immunes innées 

Helicobacter 

pylori 

Souris Limitent les réponses cellulaires T et humorales 

Listeria 

monocytogenes 

Souris Limitent les réponses cellulaires T CD8+ primaires et 

secondaires 

Pneumocystis 

carinii 

Souris Limitent les cytokines pro-inflammatoires et la pathologie 

pulmonaire 

Mycobacterium 

tuberculosis 

Souris Limitent les réponses effectrices 

Homme Augmentation du nombre de cellules Treg dans le sang et au 
site de l’infection chez les patients avec une tuberculose 
active 

Corrélation inverse entre la fréquence des cellules Foxp3+ et 
l’immunité locale spécifique de Mycobacterium. 

Diminution de la production l’IFNγ et l’IL10 spécifiques de 
Mycobacterium 

Chlamydia 

trachomatis 

Homme Accumulation des cellules Foxp3+ dans les conjonctives 
infectées 
Rôle potentiel dans le contrôle de l’immunopathologie 

Les infections virales 

SIDA murin Souris Limitent les réponses effectrices 

Favorisent la réplication virale 
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Microorganismes Hôtes Effets des cellules Treg sur l’immunopathologie et sur la 

charge bactérienne, virale ou parasitaire 

HSV Souris Limitent la prolifération des cellules T CD8+ et les fonctions 

effectrices ; favorisent la réplication virale ; contrôle de 

l’immunopathologie oculaire 

VIH Homme Augmentation du nombre des cellules Treg dans les organes 

lymphoïdes et les tissus muqueux; déplétion de cellules Treg 

augmente les réponses immunes in vitro spécifiques du virus 

VHC Homme Suppression de la production de l’IFNγ, l’expansion de 

cellules T VHC-spécifique post guérison et pendant 

l’infection persistante ; corrélation négative entre le % des 

cellules Treg et l’inflammation ; Peptide VHC peut stimuler 

in vitro les cellules Treg de patients de VHC 

VHB Homme Accumulation de cellules Treg dans le foie pendant 

l’infection chronique sévère ; corrélation entre la fréquence 

de cellules Treg et la charge virale ; la déplétion de cellules 

Treg augmente la production de l’IFNγ spécifique de 

l’antigène ; cellules Treg diminuent la prolifération des 

PBMCs autologues médiée par les antigènes de VHB 

Les infections helminthiques 

Schistosoma 

mansoni 

Souris Contrôle de la pathologie dans le foie via l'IL10 ; favorise la 

survie de l’hôte 

Schistosoma 

japonicum 

Souris Suppression de la prolifération in vitro des cellules T 

spécifiques d’antigène 

Brugia pahangi Souris Limitatent les réponses effectrices 

Litomosoides 

sigmodontis 

Souris contrôle des réponses effectrices via un mécanisme 

dépendant de l’IL10 ; augmentent la persistance parasitaire 
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Microorganismes Hôtes Effets des cellules Treg sur l’immunopathologie et sur la 

charge bactérienne, virale ou parasitaire 

Nématodes 

intestinaux 

Souris Cellules Treg activées ou induites par l’infection, donnent 

une protection dans un modèle d’asthme 

Les infections protozoaires 

Leishmania major Souris contrôle des réponses cellulaires TH1 via les mécanismes 

dépendants et indépendants de l’IL10 chez les souris 

résistantes 

contrôle des réponses cellulaires TH2 chez les souris 

sensibles ; déplétion de cellules Treg aggrave 

temporairement la maladie 

Leishmania 

amazonensis 

Souris Déplétion des cellules Treg augmente le nombre des 

parasites et l’immunopathologie 

Leishmania 

braziliensis 

Homme Accumulation des cellules Treg au site cutané de l’infection 

Plasmodium yoelii Souris contrôle des réponses immunes effectrices ; l’expansion 

incontrôlée de parasites cause la mortalité 

Plasmodium 

berghei 

 Souris Limitent les réponses effectrices causant l’expansion 

parasitaire 

Plasmodium 

falciparum 

Homme Une production précoce de TGFβ avec l’expansion des 

cellules Treg du sang ; corrélation entre la charge parasitaire 

augmentée et l’augmentation des cellules Treg ; déplétion 

des cellules Treg augmentent les réponses immunes in vitro 

 

De même, les études chez les humains montrent que chez les Fulani, qui est un groupe 

ethnique du Burkina-Faso qui a une faible sensibilité à la forme clinique de la malaria due à 

P. falciparum, il existe un déficit fonctionnel des Treg associé à un taux élevé d’anticorps 
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spécifique du parasite et d’IFNγ et d’IL4 induits en comparaison avec des groupes ethniques 

plus sensibles à la maladie (les dogon et les Fossi). 

3. Rôle des Treg et autres infections protozoaires 

Dans la maladie de Chagas il a également été montré une augmentation du pourcentage des 

Treg sanguins dans des formes peu sévères de la maladie comparée au pourcentage plus faible 

chez des malades ayant des atteintes cardiaques suggérant un rôle protecteur de ces cellules en 

limitant par exemple les dommages tissulaires (de Araújo et al. 2011).  Dans un modèle murin 

de maladie de Chagas, la déplétion des cellules Treg par un anti-CD25 s’est montrée sans 

effet aussi bien en phase aigue que chronique avec une souche létale ou non létale suggérant 

que les Treg n’auraient pas de rôle dans le contrôle de la maladie dans ce modèle murin. Les 

études faites chez la souris sont donc parfois difficiles à corréler avec les observations chez 

l’humain.  

4. Cellules Treg et toxoplasmose 

Le rôle protecteur des cellules Treg dans la toxoplasmose aiguë chez la souris a été montré 

chez les souris C57BL/6 naturellement sensibles à l’infection (Ronet et al. 2005, Ge et al. 

2008). Les souris C57BL/6 soufrent d’une iléite létale pendant la phase aiguë de la 

toxoplasmose qui est accompagnée d’une surproduction d’IFNγ dans laLP. Ronet et al. (2005) 

ont montré que l’injection d’α-Galactoside céramide dans les souris C57BL/6 les protégeait 

de la mort en induisant un profil de sécrétion de cytokines TH2 par les cellules NKT corrélée 

à une production d’IL10. Ils ont trouvé une augmentation dans le nombre de cellules 

CD4+CD25+ dans les intestins et les ganglions mésentériques à J6 et J9pi des souris C57Bl/6 

corrélée à une augmentation de l’ARNm de Foxp3. Ces cellules CD4+CD25+ exprimaient 

l’ARNm de l’IL10 (Ronet et al. 2005). Quand ils ont injectés l’anti-CD25, la protection était 

abrogée montrant le rôle important de ces cellules dans la protection (Ronet et al. 2005). 

Ge et al (2008) ont regardé l’importance du taux de Treg chez des souris gestantes après 

infection par T. gondii. Ils ont quantifié l’ARNm de Foxp3 dans les cellules de rate et dans le 

placenta de souris gestantes infectées par la souche RH. L'expression des ARNm de Foxp3 

commence à diminuer à partir de J4 et jusqu’à J6 post infection chez les souris en phase aiguë 

de toxoplasmose par rapport aux souris saines. La réduction du pourcentage des cellules 

CD4+CD25+Foxp3+a été aussi vérifiée par cytométrie en flux et est diminuée de la même 

façon. Les cellules T régulatrices CD4+CD25+sont impliquées dans la tolérance maternelle 
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induite par les alloantigènes fœtaux. Ces données suggèrent que la perte fœtale provoquée par 

T. gondii, puisse être indépendante de la transmission verticale et que la diminution des 

cellules T régulatrices CD4+CD25+ pendant l’infection pourrait représenter un mécanisme 

nouveau impliqué dans l’avortement provoquée par ce parasite (Ge et al. 2008). 

 

Ces travaux étaient les tous premiers sur le rôle des Treg au cours de la toxoplasmose et ils 

montraient des résultats contradictoires puisque dans un cas il y avait une augmentation des 

Treg et dans l’autre une diminution.  

Des études plus récentes et contemporaines au déroulement de cette thèse ont permis de 

déterminer le rôle des Treg au cours de la phase aigue de l’infection par voie orale avec des 

souches de type II dans des souris sensibles et résistantes. 
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Résultats 
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A. Article-I 

Ammonium-sulfate-precipitated rat IgG hydridoma supernatant can cause hemorrhagic 

ileitis in OF1 mice infected by Toxoplasma gondii 

 

Objectif : 

Déterminer le rôle des cellules T régulatrices (Treg) CD4+CD25+ en utilisant la stratégie de 

déplétion avec un anticorps monoclonal anti-CD25. 

 

Méthodes : 

• Injections intrapéritonéales des anticorps anti-CD25 (ppt) ou contrôle isotypique (ppt) 

obtenus par précipitation du surnageant d’hybridome avec du sulfate d’ammonium 

pendant la toxoplasmose aiguë pour déterminer le rôle de cellules Treg CD4+CD25+ 

• sur la sensibilité à l'infection 

• sur la charge parasitaire en phase aigue et chronique 

 

Résultats : 

Les deux anticorps provoquent une iléite chez les souris pendant la phase aiguë de la 

toxoplasmose et induisent une mortalité très variable dans les deux groupes. On ne trouve pas 

de différence significative dans la mortalité des souris entre les deux groupes infectés 

suggérant la présence d'un composé toxique dans les préparations d'anticorps. La mortalité est 

due à une iléite. 

Il n'y a pas de mortalité des souris naïves injectées avec les anticorps ou des souris en phase 

chronique d'infection. La mortalité est donc due à l'action concomitante d'un contaminant 

contenu dans les anticorps et la dissémination du parasite dans les tissus. L’ELISA a confirmé 

la présence d’IgG anti-BSA chez les souris injectées avec les anticorps précipités confirmant 

que la BSA est un contaminant protéique majeur des préparations d'anticorps. Cependant des 

souris injectées avec de la BSA purifiée et infectées ne montrent pas de mortalité. 

 

Conclusions : 
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Les surnageants d’hybridomes, précipités avec le sulfate d’ammonium contiennent un 

contaminant impliqué dans l’iléite provoquée après injection des anticorps pendant la phase 

aigue de dissémination du parasite. La présence d'anticorps anti-BSA supporte l’hypothèse 

que la BSA dans les surnageants précipités puisse participer au développement de l’iléite. 
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Ammonium-sulfate-precipitated rat IgG hydridoma supernatant can cause hemorrhagic 

ileitis in OF1 mice infected by Toxoplasma gondii 

 

Introduction 

 

Toxoplasmosis is a protozoan parasite that infects humans and warm-blooded animals. 

Infections in humans are generally asymptomatic although immunosuppressed patients may 

exhibit severe symptoms. Similarly, primary infection during pregnancy can lead to 

miscarriage and neonatal malformations. 

Th1 cellular response plays an important role in protecting the host against Toxoplasma 

gondii (T.gondii) infection (Dubey 2008, Suzuki et al. 1988). However, ileitis caused by oral 

infection of T. gondii has been reported to provoke death of mice because of severe Th1-type 

immunopathology observed in ileum (Gazzinelli et al. 1994 & 1996, Liesenfeld 2002, 

Mennechet et al. 2002). Acute toxoplasmosis becomes lethal in the absence of regulatory 

cytokines IL10 (Gazzinelli et al. 1996) and IL27 (Stumhofer et al. 2006, Villarino et al. 2006) 

and because of high production of IFN-γ, TNF-α and IL12. Reduced survival of Treg cells, 

higher production of inflammatory cytokines and subversion of regulatory networks were 

found to be the major effects of strong Th1 type immune response observed in C57Bl/6 

susceptible mice suffering from acute toxoplasmosis (Oldenhove et al. 2009). 

Treg cells are a subpopulation of CD4+ T cells, and their main function is to maintain immune 

homeostasis and tolerance (Sakaguchi et al. 2009). They express constitutively interleukin-2 

receptor chain alpha (IL2Rα), also known as CD25, a surface receptor, and the intracellular 

marker forkhead box-p3 transcription factor (Foxp-3) (Sakaguchi et al. 2009). In order to 

study the role of Treg during acute toxoplasmosis, we used in vivo antibody depletion 
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protocol with anti-CD25. This technique was extensively used since the pioneer work of 

Onizuka et al. (1999). In the different works using anti-CD25 in depletion experiments 

several forms of the antibody were used. The antibody was either injected directly without 

purification step from ascitic fluid or hybridoma culture supernatant or after different steps of 

purification.  

 

The objective of our study was to evaluate the role of CD4+ CD25+ Treg cells during acute 

toxoplasmosis after peroral infection of resistant outbred OF1 mice. For this purpose, we 

employed antibody mediated depletion technique using PC61 hybridoma that produces a 

monoclonal antibody (mAb) directed against CD25 surface marker. We found that injections 

of ammonium-sulfate precipitated anti-CD25 (ppt) or control isotype (ppt) in mice suffering 

from acute phase toxoplasmosis causes variable percentage (about 15% to 85%) of mortality 

between day 7 and 10 post-infection in OF1 mice, although the same treatment does not 

induce mortality in Balb/c mice. No change in the course of infection was observed when 

mice were injected with anti-CD25 during chronic toxoplasmosis. The most significant 

macroscopic post-mortem change associated with antibody injections was the hemorrhagic 

ileitis which has also been observed in susceptible C57BL/6 infected mice after peroral 

infection. We conclude that the intestinal inflammation observed in OF1 mice suffering from 

acute toxoplasmosis, is not due to depletion-effects of anti-CD25 but might be due to strong 

immune response to an antigenic component of rat IgG hybridoma supernatant. This 

component might be BSA as BSA is a potential allergen and is present in large amount in the 

culture medium. Antibodies specific of BSA have been detected in mice injected with both 

non-purified antibodies (anti-CD25 and isotype control), however injection of purified BSA 

during acute phase of toxoplasma infection does not lead to ileitis and death of mice.  
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Materials and Methods 

 

Experimental animals 

 

Six to 8 weeks old OF1 female mice and 6 to 8 week old Balb/c female mice were purchased 

from Janvier (France). All the animals were kept according to the protocols of animal housing 

of the University of Tours. The mice were given food and water ad libitum. The infected 

animals were observed for the onset of clinical signs or symptoms daily (e.g. coat, response to 

external stimuli and physical activity in the cage) until euthanized. All experiments were 

performed according to the guidelines on animal experimentation of the “Université François 

Rabelais de Tours, France”. 

 

Parasites and Infections 

 

T. gondii strain 76K was used to infect the mice. The 76K strain is being maintained in female 

CBA/J mice. Every month, the naïve CBA/J mice are infected orally with 50 cysts of this 

strain collected from the brain of a CBA/J mouse in chronic phase of the infection. 

Brains containing the cysts were homogenised in RMPI-1640 medium (Dutscher, Brumath, 

France), and the cysts were counted under microscope. OF1 mice were orally infected with 50 

cysts. 

 

Antibodies and treatments 

 

The PC61 hybridoma secreting rat IgG1 against murine CD25 was obtained from the 

American Type Culture Collection (ATCC). The isotype control rat IgG1 was obtained from 
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the CRL1912 hybridoma (a kind gift of Dr Laleh Majlessi, Institut Pasteur, Paris, France). 

Hybridomas were grown in RPMI medium with 5% FCS and mAbs were obtained after 

ammonium sulfate (40% w/v) precipitation. After precipitation, the supernatant was 

extensively dialysed against a phosphate buffered saline solution (PBS) and sterile filtered.  

Antibodies were resuspended in PBS endotoxin free at 2.5mg/mL before injection. 

In some experiments, the concentrated and dialysed supernatants of hybridomas were further 

purified using HiTrap Protein-G HP columns (GE Healthcare) following the manufacturer's 

recommendations. All antibody preparations (precipitated and purified) were assayed for 

protein concentration by the micro-BCA technique using a commercial kit (Sigma-Aldrich 

from Servilab, Le Mans, France) containing purified BSA as standard protein. 

The mice were depleted of CD25+ cells by the intra-peritoneal injection of anti-CD25 

antibody (500µg per mouse per administration). Anti-CD25 antibody was injected under three 

different protocols: short depletion, long and very long. During short depletion protocol, the 

injections were performed on day -1, 0 and 3 of infection. During long depletion protocol, the 

injections were performed on day -1, 0, 3, 6 and 10 of infection whereas during very long 

depletion, the antibody was injected on days -1, 0, 3, 6, 10, 14, 17 and 20 of infection. Two 

experiments were done using very long protocol and the control group was injected with 

endotoxin free PBS 1x (Dulbecco’s endotoxin free PBS). In other experiments, the isotype-

control group was also injected at the same time and same dose as the anti-CD25 mAb treated 

group. 

 

Western Blot Analyses 

 

Protein samples were diluted in denaturing loading buffer and boiled for 5 min. The samples 

were then loaded into a 10% SDS PAGE. Proteins from gel were transferred to nitrocellulose 
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membranes (Protran). The membranes were blocked by incubation overnight in PBS 

containing 10 mg/ml of milk (Régilait, France). The membranes were then washed twice 10 

min in PBS Tween 0.1%. To detect anti-BSA antibodies after a 1h incubation with mice sera, 

the membranes were washed twice 10 min in PBS Tween 0.1% and, alkaline-phosphatase-

conjugated-anti-mouse IgG (γ-chain specific) (Sigma) was then added. After 1h incubation, 

two washes of 10 min in TBS Tween 0.1% and one wash of 10 min in PBS were performed. 

The blot was washed twice with TNT, each for 10 minutes, followed by a wash of 10 minutes 

in Buffer-R pH 9.5. BCIP (BCIP® /NBT Liquid Substrate System, Sigma) was added. The 

reaction was stopped with distilled water. 

The blots for rat IgG1 were developed using alkaline-phosphatase-conjugated-anti-Rat IgG. 

 

Blood lymphocyte preparations 

 

Blood was collected from the medial canthus of the mouse eyes in anti-coagulant (EDTA or 

Heparin)-coated blood collection tubes, and mixed thoroughly. The red blood cells were lysed 

twice with 5ml of lysis buffer (0.15M NH4Cl, 1.0M KHCO3, 0.1mM Na2EDTA; pH 7.3) for 

two minutes at room temperature. The lysis reaction was stopped by adding 20ml of RPMI-

1640 supplemented with 5% fetal calf serum (FCS) (Dutscher, Brumath, France). 

 

Histological examination 

 

Intestines were collected in 4% formaldehyde for histological examination. Samples were 

dehydrated with ascending concentrations of ethanol and then embedded in paraffin within 24 

hours. Tissue sections (5-7µm thick) were collected onto adhesive-treated microscope slide 

(Superfrost Plus, CML) and incubated for 24 hours at 37°C. After fixation, paraffin was 
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removed from the samples. The samples were rehydrated before staining with Hemalun & 

Eosin. 

 

Cell preparations and flow cytometric analyses 

 

Mice were sacrificed by cervical dislocation. Splenocytes were prepared as described 

previously (Ismael et al. 2003). 5x105 cells/well were used to stain the cells with specific 

antibodies or for in-vitro culture assays. 

The CD4+CD25+ cells were analysed by flow cytometry using FACScalibur (BD, Le Pont de 

Claix, France). Anti-mouse CD4-(H129-19) FITC, anti-mouse CD25-PE (PC61) and anti-

mouse CD25-PE (7D4) monoclonal labelled antibodies and their corresponding isotype 

controls were purchased from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Cells were 

incubated for 15 minutes at 4°C for saturation in 200 µl of 4% BSA (Bovine Serum Albumin, 

Sigma) prepared in PBS, and then stained in the same medium. For each sample, at least 

10,000 events were acquired. 

 

Parasite Load Quantitative Test 

 

Parasite load was estimated by subculturing of serial dilutions of the organs on HFF 

monolayers (Zenner et al. 1998). Organs were washed twice with PBS supplemented with 

50U/ml penicillin and 50 µg/ml streptomycin and then homogenized over 100 µm-cell 

strainers except intestines which were homogenized with an ultraturax. Serial five-fold 

dilutions of the whole tissue homogenates were prepared in DMEM 5% fetal calf serum 

(FCS), then 100 µl of crude homogenate or of each dilution were added to HFF monolayers in 
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24-well plates. Medium was replaced the next day. Plates were examined every day up to 10 

days and the presence of parasite foci recorded in each well. 

 

ELISA for detection of cytokines and anti-BSA IgG 

 

Cytokine and chemokine levels (IFNγ, MCP1 and IL10) were quantified from mouse serum 

by ELISA using OptEIATM kits (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) following the 

manufacturer's recommendations. 

For the detection of anti-BSA antibodies, ELISA was performed as described earlier (Ismael 

et al. 2003) with few modifications of coating and saturation conditions. 96 well flat-bottom 

microtiter plates (Maxisorp; Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with 100µl BSA (Sigma) 

diluted at 2µg/ml. After overnight incubation the plates were washed twice with PBS 0.01% 

tween and PBS containing 5% (w/v) milk without cream (PBS-milk) was used to saturate the 

plates for 1h30min at 37°C. 

 

Statistical Analysis 

 

The Mann-Whitney test, Student's t-test and Kruskall Wallis test were used to compare the 

values. P < 0.05 was considered significant. 
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Results 

 

Depletion efficacy of anti-CD25 (ppt) injection, on CD4+CD25+ cells in naïve mice 

 

Naive mice were injected twice with anti-CD25 (ppt). The efficacy of the depletion was 

observed 2 days after the last injection by the observation of the reduction in the percentage of 

CD4+CD25+ cells. The efficacy of the depletion was also observed in the blood, spleen and 

MLN of the animals. Anti-CD25 (ppt) significantly reduces about 60% the percentage of 

CD4+CD25+ cells in blood, spleen and MLN of non-infected mice (Fig. 1A ). 

 

Acute toxoplasmosis causes increase in number of CD4+CD25+ T cells in OF1 mice 

 

Infection of OF1 mice resulted into a significant increase (about 44%) in the percentage of 

CD4+CD25+ T cells in OF1 mice from day 3 post-infection to day 6 post infection followed 

by a non-significant decrease (about 22%) from day 6 to day 10 post-infection during acute 

toxoplasmosis (Fig. 1B). Anti-CD25 (ppt) caused an 84%, 68% and 58% depletion of 

CD4+CD25+ splenocytes at day 3, 6 and 10 post-infection respectively and is statistically 

significant at all time points compared to the non-depleted infected mice (Fig. 1B). 

 

Survival of mice during acute toxoplasmosis after anti-CD25 depletion 

 

In the first experiments intraperitoneal injections of anti-CD25 (ppt) were performed under 

very long depletion protocol. High mortality occurred between day 7 and 10 pi compared to 

100% survival in control mice receiving PBS injections (Fig. 2A). In a second time the 

depletion time was reduced to only cover the acute phase of the infection (until day 10). Mice 
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were injected under short and long depletion protocols with anti-CD25 antibody. The control 

isotype was injected only under long depletion protocol. Mice injected with anti-CD25 (ppt) 

showed around 20% and 50% mortality under short and long depletion protocols respectively. 

The mortality rate of the control-isotype injected mice was around 20% (Fig. 2B). Mortality 

occurred between day 7 to 18 during the early and the late acute phase of toxoplasmosis. 

Subsequent experiments were all performed under long depletion protocols. Mortality rates 

between the different experiments varied from 15 to 85% for the control isotype group and 

from 20 to 75% for the anti-CD25 group suggesting that mortality is not dependant of anti-

CD25 depletion but may be related to antibody injections. 

On postmortem examination after intraperitoneal injections of either anti-CD25 (ppt) or 

control isotype (ppt), identical macroscopic signs of hemorrhagic enteritis (ileitis) filled with 

inflammatory and hemorrhagic exudates were observed (Fig. 3B & 3D). In addition, 

splenomegaly as well as hepatomegaly was also seen (data not shown). 

To further evaluate the ileitis observed in mice dying during acute phase of infection, samples 

of intestine were collected at day 6 pi for histological examination. The microscopic 

examination of the intestines shows intestinal mucosa with disturbed mucosal architecture in 

mice injected with anti-CD25 (ppt) compared to intact integrity of the epithelial barrier in 

control mice receiving PBS injections (Fig. 3E & 3F). 

 

Post-mortem examination of naïve mice after long depletion protocol 

 

Intraperitoneal injections of anti-CD25 (ppt) or control isotype (ppt) in non-infected OF1 

mice did not cause mortality and mice did not show any clinical signs (Data not shown). The 

naïve mice injected under short depletion procedure were also euthanized at day 6 post-

infection. Post-mortem examination of these mice revealed splenomegaly and enlargement of 
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MLN as shown by increase in total number of cells in both groups (Fig. 4A & 4B) compared 

to naïve mice suggesting that antibody injection by itself may induce an inflammatory 

response. However, no hemorrhagic ileitis was observed in mice from both injected groups 

(Data not shown). In addition, long depletion protocol was also performed in chronically 

infected mice and no mortality was observed (data not shown). 

 

SDS-PAGE shows presence of a major contaminant protein in both antibodies 

 

Ileitis observed in acutely-infected-mice receiving antibodies might be due to combined 

effects of high molecular weight of rat IgG1 as well as other components of the culture 

medium. We therefore performed SDS-PAGE analysis to evaluate the purity of antibody 

preparations. Coomasie blue stained SDS-PAGE analysis showed similar patterns of bands in 

anti-CD25 (ppt) and control isotype (ppt) with 2 bands corresponding respectively to heavy 

and light chain of the IgG (Fig. 5A & 5B) as observed in western blot probed with an anti-rat 

IgG (Fig. 6B). In addition, a large band around 60-70kda was observed in larger amount in 

the anti-CD25 ppt than in control isotype ppt. To further characterize the contaminant protein, 

precipitated antibodies were further purified with a protein G affinity column. Comparison of 

the antibody before and after purification showed that the high molecular weight band was 

significantly reduced in contrary to the low molecular weight band (Fig. 5B & 6A) after 

purification suggesting that the major contaminant is a protein with a molecular weight close 

to the MW of the heavy chain of the IgG. 

 

Anti-CD25 (ppt) and control isotype (ppt) injected intraperitoneally during acute 

toxoplasmosis, induce a strong anti-BSA humoral immune response 
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Western blot analysis of antibody preparations showed presence of large amount of protein 

having a molecular weight similar to that of BSA (about 68 kDa) (Fig. 6B). The coloration of 

total proteins with red ponceau showed similarity of molecular weight between contimant 

protein and pure BSA (Fig. 6B). Therefore, we performed an ELISA to detect anti-BSA 

antibodies in the sera of mice. Sera of naïve and infected mice do not show specific anti-BSA 

antibodies. However, both infected mice injected with either anti-CD25 ppt or control-isotype 

ppt showed significant level of anti-BSA antibodies. Moreover, the level of antibodies is 

correlated with the number of injections since the lower level of antibody is detected in the 

short depletion group and the higher in the very long depletion group. The group injected with 

the highly purified control isotype is devoid of anti-BSA antibody and the group injected with 

purified anti-CD25 showed the lowest level of antibody (Fig. 7). 

 

Purified BSA (Sigma) injected intraperitoneally during acute toxoplasmosis, does not 

increase susceptibility of OF1 mice 

 

Purified BSA was injected to infected OF1 mice following long depletion procedure. Sera of 

mice injected with purified BSA was tested for the presence of anti-BSA IgG total antibodies 

by ELISA and a significant difference between the PBS control and BSA group was found 

(Fig. 8E). 

BSA did not increase susceptibility of OF1 mice to acute toxoplasmosis and no mortality was 

observed. No significant difference was found in the production of serum IFNγ as well as 

serum MCP-1 between PBS-Inf group and BSA-Inf group (Fig. 8A & 8B). Similarly no 

significant difference was observed in the body weight and the brain parasitic load between 

two groups i.e. PBS-Inf and BSA-Inf group (Fig. 8C & 8D). 
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Anti-CD25 (ppt) mediated cell depletion delays movement of parasites from primary site 

of infection i.e. intestine 

 

The effect of the specific depletion of CD25+ cells was evaluated under long depletion 

procedure on the surviving mice. A lower parasitic load in the spleens but a higher parasitic 

load in the intestines of Dep-Inf mice was observed on day 6 pi compared to the Iso-Inf mice 

(Fig. 9A & 9B). 

 

Serum cytokines 

 

IFNγ levels were analyzed at the local and systemic level in both groups at day 6 pi. No 

significant difference was found between Iso-Inf group and Dep-Inf group in the seric level of 

IFNγ (Fig. 9C). Antigen specific stimulation of spleen cells induces production of IFNγ but 

no significant difference was found between the two groups (Fig. 9D). Similarly no 

significant difference was found in serum IL10 levels between Iso-Inf group and Dep-Inf 

group (Fig. 9E). No significant difference was found, between the two groups, in IFNγ levels 

from intestinal secretions (Fig. 9F) or from supernatants of intestinal segments (Fig. 9G). 

 

Intraperitoneal injections of anti-CD25 (ppt) during acute toxoplasmosis increases brain 

parasitic loads in OF1 mice 

 

No significant difference was found in the body weight of mice from two groups during 

infection (Fig. 10A). The cysts were counted in the brains of mice during chronic phase at 5 

weeks post-infection after both short and long depletion protocols. The parasitic load is 
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significantly higher in both anti-CD25 treated groups compared to the control group (Fig. 

10B). 

 

Discussion 

 

In the present study, we carried out depletion experiment by injection of the PC61 mAb to 

analyze the role of Tregs in the resistant OF1 outbred mice during the infection with the type 

II strain 76K of T. gondii. In the literature many protocols are described for Tregs depletion 

using the PC61 mAb in different models, using a wide range of mAb concentrations, from 

100µg to 1mg, or even several injections of the PC61 mAb before and during infection and 

also under different forms either non purified or ammonium-precipitated or highly purified 

antibody (Couper et al. 2009). We used ammonium-precipitated antibody as described by 

others (Tenorio et al. 2010). We first verify the depletion efficiency in naive mice and the 

results were consistent with the observation found in the literature with about 60% reduction 

of CD25+ cells (Couper et al. 2009). In infected animals the depletion efficiency was also 

consistent with the results of the literature but in addition a high mortality rate was observed 

in the mice around 7 to 15 day pi. Mortality was not only due to the anti-CD25 depletion 

since high mortality rates were also observed in the control group injected with an isotype-

matched rat IgG1. Moreover, mortality is induced only in infected mice since no mortality is 

observed in control non infected mice only treated with antibodies. The mortality only 

occurred in the acute phase of the infection since injection of antibodies in the chronic phase 

of infection does not lead to the death of mice (data not shown). The most striking lesion on 

post-mortem examination of mice from both groups was hemorrhagic ileitis. Similar lesions 

of ileitis have been observed in a naturally susceptible strain of mice (C57Bl/6) infected orally 

with T. gondii type II strain (Li et al. 2002). Within 8 days after peroral infection C57BL/6 
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mice develop severe ileal inflammation, resulting in necroses of mucosal villi and complete 

tissue destruction (Liesenfeld 2002). This pathology is also accompanied by a significant 

weight loss in the acute phase of the infection as also observed in our experiment. Ileitis is 

caused by a Th1-type immunopathology, characterized by a CD4 T cell-mediated increase in 

proinflammatory mediators including IFN-γ, TNF-α, and NO. Infection with T. gondii causes 

a breakdown of intestinal physiology and barrier functions followed by accumulation of 

Gram-negative bacteria in the ileum, bacterial translocation, and bacteria-mediated 

aggravation of inflammation via Th1-type cytokine. There is evidence that specific bacterial 

Ags such as LPS contribute to ileal inflammation.  

Different factors might be involved in the mortality observed in mice receiving intraperitoneal 

injections of antibodies. Host’s immune response against any of the component in the 

antibody preparation, might be responsible for the aggravation of the inflammation after 

infection. The increase in total number of cells in both spleen and MLN of non-infected mice 

injected with both antibodies indicates an activation of the immune system after antidody 

injection.BSA being a protein of high molecular weight (about 65 to 68 kDa) and was found 

to be present in large amount in the antibody preparation as confirmed by the presence of anti-

BSA IgG antibodies in the sera of all infected mice injected with the non purified antibodies. 

Use of a sperm-medium containing BSA for artificial insemination caused severe 

anaphylactic reaction (Wüthrich et al. 1995). BSA was identified to be the cause of 

anaphylactic reaction in another case where a medium containing BSA was used for artificial 

insemination (Orta et al. 2003). IgE specific of BSA was considered to be the probable cause 

of gastroenteritis in a patient suffering from eosinophilic gastroenteritis (Verdaguer et al. 

1993). 

The presence of anti-BSA antibody correlates with the mortality rate since in infected mice 

injected with purified antibodies, in which no antibody or a very low level of antibody was 
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detected, showed no mortality. Similarly, no mortality was observed when acutely infected 

mice were injected with purified BSA suggesting that another contaminant may be involved 

in the ileitis.  

LPS and other bacteria components contaminating the antibody preparation may also 

induced aggravation of the inflammation produce by T. gondii infection. Heisemaat et al. 

(2007a) reported that lipid-A aggravated immunopathology in a murine model of T. gondii-

induced ileitis and that genetic deletion of TLR4, or treatment with the LPS scavenger 

polymyxin-B, ameliorated disease symptoms in this model (Heisemaat et al. 2006). This 

hypothesis of a bacterial contaminant remained to be explored. 

Another explanation may be the contamination by a toxic chemical (ammonium sulfate). 

Experimental colitis is induced by administering toxic chemicals, such as, formalin, 

indomethacin, trinitrobenzene sulfonic acid, or polysaccharides such as dextran sulfate 

sodium (DSS). DSS is a sulfated polymer. Depending on the time course of oral 

administration of DSS in the drinking water, it can induce both acute and chronic colitis in 

mice (Heisemaat et al. 2007, Yan et al. 2009). The exact mechanism of induction and 

pathogenesis of DSS-induced colitis is unknown. However, a direct toxic action on colonic 

epithelium, macrophage activation by DSS, and altered colonic microflora has all been 

implicated in the pathogenesis of DSS colitis. Lange et al. (1996) observed about 50% 

mortality in mice having hemorrhagic intestinal colitis induced by DSS (Lange et al. 1996). 

Although the precipitated antibody preparations were extensively dialyzed, we may not 

exclude this hypothesis.  

 

The mechanism behind this intestinal inflammation observed in OF1 mice injected with 

ammonium-sulfate-precipitated antibody remains unknown. However several factors may 

account for this increased sensibility of OF1 resistant mice to T. gondii infection in these 
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conditions. The same treatment (antibody injection and infection) was performed in Balb/c 

mice and no significant mortality was observed (supplementary data Fig. S1). 

 

We further evaluated the depletion effect using anti-CD25 in this model of infection and 

depletion. Depletion treatment induced a higher brain cyst load in the anti-CD25 group 

compared to the control group suggesting that even with this non purified antibody, there is a 

specific effect of the anti-CD25. This increased parasitic load has been observed in both 

susceptible C57BL/6 mice (Couper et al. 2009) and resistant mice Balb/c (Morampudi et al. 

2011) after anti-CD25 depletion.  
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Figure Legends: 

Figure 1: (A): Depletion efficacy of anti-CD25 (ppt). Flow cytometric analysis of 

CD4+CD25+ cells in the blood, spleen and MLN of naïve OF1 mice. Student T test was used 

to calculate the differences. n= 4 for naive mice and n = 5 for depleted mice for blood 

samples. n= 6 for naive mice and n= 2 for depleted mice for spleen whereas n=6 for naive 

mice and n = 2 for depleted mice for MLN. * indicates P < 0.05. 

(B): Flow cytometric examination in OF1 mice. Control infected and anti-CD25-Inf under 

short (day 6) and long (day 10) depletion protocol. Flow cytometric examination of 

CD4+CD25+ cells was performed in the spleens of mice at indicated days post-infection. 

Mann-Whitney test was used to compare the values between the two groups at each day. * 

indicates statistically significant difference with P < 0.05. Kruskall-Wallis test was used to 

compare the values between day 3, day 6 and day 10 post-infection, § indicates statistically 

significant difference between two values with P < 0.05. 

 

Figure 2: (A) Survival of OF1 mice after acute infection. Mice were injected with either PBS 

(PBS-Inf) or with anti-CD25 (ppt) under very long depletion protocol .n= 12 for both groups 

of mice. Similar results were obtained in two experiments. Small lines indicate days of 

antibody injections under very long depletion protocol.  

(B) Survival of infected OF1 mice. Mice were injected with either anti-CD25 (ppt) under 

short depletion protocol (n=14) or under long depletion protocol (n=20) or with an isotype-

control (ppt) (n=12). The experiment was repeated twice with short depletion protocol and 

four times with long depletion protocol. Five small lines indicate days of injections under 

long depletion protocol whereas three small lines indicate days of injections under short 

depletion control. 
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Figure 3: Hemorrhagic ileitis was observed on day 7 post-infection in mice injected with 

anti-CD25 (ppt) or control isotype (ppt). Post-mortem examination of intestines of naive (A & 

C) and antibody-injected-infected (B & D) OF1 mice at day 7 post-infection. 

Histological examination of intestines of OF1 mice at day 6 post-infection after injections of 

PBS (E) and anti-CD25 (ppt) (F). 

 

Figure 4: Total number of cells in spleens and MLN of naïve OF1 mice injected with anti-

CD25 (ppt) or control isotype (ppt) under short depletion protocol. Spleen (A) and MLN (B) 

were collected 3 days after the last injection. n = 5 for all three groups of mice. * indicates 

P<0.05 Kruskall-Wallis test.  

 

Figure 5: Coomasie blue staining of ammonium-sulfate-precipitated hybridoma rat IgGs. 

(A) MW indicates molecular weight marker, 1 indicates anti-CD25 (ppt), and 2 indicates 

isotype control (ppt).  

(B) Coomasie blue staining of anti-CD25 before and after purification by affinity 

chromatography. MW indicates molecular weight marker, 1 indicates precipitated non 

purified anti-CD25 (ppt) and 2 indicates purified anti-CD25. 

 

Figure 6: Western blot analysis of (1) BSA, (2) anti-CD25 (ppt), (3) anti-CD25 (affinity-

column-purified), and (4) purified Rat IgG1 isotype, (MW) Molecular Weight Marker 

(A) Pattern of proteins after Ponceau Red staining. (B) The same blot after anti-rat IgG 

probing.  

 

Figure 7: Significantly higher levels of anti-BSA IgG antibodies were observed in the sera of 

mice injected with precipitated antibodies (anti-CD25 or control isotype). The OD405 values 
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of ELISA for the detection of anti-BSA IgG antibodies in the sera of naive (A; n=6) and 

infected (B to H) OF1 mice. Group B (n=14) was injected with PBS. Groups C (n=32) and G 

(n=20) were injected with precipitated or purified isotype control antibody, respectively. 

Groups D (n=17; short depletion), E (n=38; long depletion) and F (n=8; very long depletion) 

were injected with precipitated anti-CD25 and H (n=17; long depletion) were injected with 

purified anti-CD25. * indicates P < 0.005 Two tailed student T test between infected control 

and antibody injected group. 

 

Figure 8: Production of serum IFNγ and MCP-1, body weights, brain cyst load, anti-BSA 

IgG at day 6 post-infection in infected OF1 mice after injections of PBS (PBS-Inf) and BSA 

(BSA-Inf) (n= 10 for PBS-Inf; n= 10 for BSA-Inf group). (A) Serum IFNγ production, (B) 

serum MCP1 level, (C) % of initial body weight of mice. (D) Brain cyst load at 6 weeks post-

infection. (E) OD405 values of ELISA for the detection of anti-BSA IgG total antibodies in the 

sera of three groups of mice: naïve (n=11), PBS-Inf (n=14) and BSA-Inf (n=14). * indicates P 

< 0.05 unpaired Student T test. 

Figure 9: Parasitic load and cytokine production at day 6 post-infection in infected OF1 mice 

after short depletion protocol. Parasitic load after anti-CD25 (ppt) (Dep-Inf group) and isotype 

control (ppt) (Iso-Inf group) injections in the spleens (A) and in the intestines (B) of OF1 

mice was observed on day 6 post-infection. The results are reported as tachyzoites per gram 

of organs in case of intestines and tachyzoites per organ in case of spleen from results on HFF 

culture. n=5 for each group. 

(C, D and E): Cytokine production at day 6 post-infection in infected OF1 mice after Short-

Dep protocol. (C) Serum IFNγ production at day 6 post-infection. n= 25 for both groups. The 

experiment was repeated twice with similar results with n=15 for Iso-Inf group and n= 25 for 
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Dep-Inf group. (D) IFNγ production from in-vitro stimulated splenocytes. n= 5 for each 

group. (E) IL-10 production from in vitro stimulated splenocytes. n=5 for each group. 

(F and G): Cytokine production at days 3, 6 and 10 post-infection in infected OF1 mice after 

Long-Dep protocol. (F) represents the levels of IFNγ in the intestinal secretions of mice at day 

6 post-infection. n=5 for each group. * indicates P < 0.05 unpaired Student T test. (G) 

represents IFNγ in the 24hr supernatants of cultured fragments of small intestines. n=5 for 

each group. 

 

Figure 10: Body weight and brain cyst load in infected and depleted OF1 mice. (A) % of 

initial body weight of mice of the three groups: Iso-Inf (n= 12), Dep-Inf (Short Dep) (n= 14) 

and Dep-Inf (Long Dep) (n= 20) injected with control isotype (ppt), anti-CD25 (ppt) under 

short depletion protocol and anti-CD25 (ppt) under long depletion protocols, respectively. No 

significant difference was found in weight loss among three groups. (B) Brain cyst load at 6 

weeks post-infection with n= 10 for Iso-Inf, n= 11 for Dep-Inf (Short Dep) and n = 11 for 

Dep-Inf (Long Dep) groups. * indicates P < 0.05 Kruskall & Wallis test. Similar results were 

obtained in two experiments with similar tendencies but without statistically significant 

differences in the second experiment. 

 

Figure S1: Anti-CD25 (ppt) or its isotype control (ppt) does not increase susceptibility of 

Balb/c mice during acute toxoplasmosis. (S1A) Survival of Balb/c mice (n=10 for each 

group). (S1B) Brain cyst load (n= 9 for Iso-Inf; n=10 for Dep-Inf). No significant difference 

was found between the groups using Mann-Whitney test. (S1C) Anti-BSA IgG at day 43pi 

(n= 9 in Iso-Inf; n= 10 for Dep-Inf group). * indicated P<0.05 unpaired Student T test.  
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(S1D and E) Tails of Balb/c mice from (D) Iso-Inf group injected with isotype control (ppt) 

and (E) with anti-CD25 (ppt) at 7 weeks post-infection. 50% of Balb/c mice (5 out of 10) 

developed scurfy scars on their tails in the depleted group. 
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Figure 2: 
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Figure 4: 

0

20

40

60

80

100

120

140

Spleen at day 6pi

To
ta

l c
el

ls
 in

 s
p

le
en

 (
m

ill
io

n
s)

Naive

Iso-Non-Inf

Dep-Non-Inf

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

MLN (106)

To
ta

l n
u

m
b

er
of

 c
el

ls
(m

ill
io

n
s)

Naive

Iso-Non-Inf

Dep-Non-Inf

*

4A 4B



153 

 

Figure 5: 
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Figure 7: 
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Figure 8: 
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Figure 9: 
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Figure 10: 
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Figure S1: 
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B. Article-II 

 

Depletion of CD25+ cells during acute toxoplasmosis does not significantly 

increase mortality in OF1 mice 

Objectif : 

Déterminer le rôle des cellules T régulatrices (Treg) chez les souris OF1 (naturellement 

résistantes) pendant la toxoplasmose avec une souche de type-II de Toxoplasma gondii. 

 

Méthodes : 

Déplétion des cellules Treg CD25+ en utilisant l’anticorps monoclonal anti-CD25 purifié et 

son contrôle isotypique purifié su colonne d’affinité. 

Analyse de la survie et la charge parasitaire cérébrale des souris infectées déplétées ou non-

déplétées. 

 

Résultats : 

• Pas de différence significative dans la survie et la charge parasitaire cérébrale des 

souris déplétées ou non-déplétées. 

• Pas de différence de production d'IFNγ au niveau systémique malgré une production 

significativement plus élevée d’IL12 dans les souris infectées-déplétées. 

• Augmentation du pourcentage de cellules CD25+ au cours de l'infection. 

 

Conclusions : 

L'anti-CD25 n’est pas un bon outil pour dépléter les cellules Treg pendant la toxoplasmose 

aiguë. L’utilisation de l’anti-CD25 dans la phase aiguë de la toxoplasmose dépléte les deux 

populations cellulaires, les cellules Treg CD4+Foxp3+CD25+ et les cellules T effectrices 

(Teff) CD4+Foxp3-CD25+, simultanément même si l'effet est préférentielle dans notre modèle 

sur les Treg. Donc il faut prendre en compte les effets de l’anti-CD25 sur les cellules 

effectrices exprimant le CD25 lors de l’utilisation de l’anticorps anti-CD25 comme outil de 
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déplétion dans les conditions inflammatoires comme la toxoplasmose aiguë dans lesquels il y 

a une augmentation du nombre des cellules Teff CD4+Foxp3-CD25+. 

L'effet de déplétion des deux populations régulatrices et effectrices pourrait expliquer que la 

survie et la charge parasitaire ne soient pas modifiées dans nos conditions expérimentales. 



162 

 

Short Title: Treg during acute toxoplasmosis 

Depletion of CD25+ cells during acute toxoplasmosis does not significantly 

increase mortality in Swiss OF1 mice 

 

Haroon AKBAR1*§, Stéphanie GERMON1, Patricia BERTHON2, Isabelle DIMIER-

POISSON1, Nathalie MOIRÉ1 

• 1 UMR0483 Université-INRA Laboratoire d'Immunologie Parasitaire, 

Vaccinologie et Biothérapies Anti-Infectieuses, UFR de Pharmacie, Université 

François Rabelais de Tours, 31 Avenue Monge, 37200 Tours, France.  

• 2INRA - UR1282 Infectiologie Animale et Santé Publique, 37380 Nouzilly, 

France. 

*Corresponding author: drharoonakbar@yahoo.co.uk 

§ Present Address: Department of Parasitology, University of Veterinary and Animal 

Sciences, Syed Abdul Qadir Jillani (Out Fall) road, 54000, Lahore, Pakistan. 

 

 

 

Accepté à la revue « Memorias do Instituto Oswaldo Cruz » 



163 

 

Abstract  

 

The IL2R alpha chain (CD25) is expressed on regulatory T cells (Treg), which constitute 

more than 85% of the CD25+ T cell population in a naive mouse. CD25 is also expressed on 

effector T cells (Teff) in mice suffering from an acute infection by the obligate intracellular 

protozoan parasite, Toxoplasma gondii. Lethal toxoplasmosis is accompanied by a significant 

loss of Treg in mice naturally susceptible to toxoplasmosis. The present study was done to 

explore the role of Treg cells using an anti-CD25 antibody-mediated depletion in mice 

naturally resistant to toxoplasmosis. Although a significant decrease in the percentage of Treg 

cells was observed following anti-CD25 monoclonal antibody (mAb) injections, the depletion 

of CD25+ cells during acute toxoplasmosis did not significantly increase the mortality of 

Swiss OF1 mice, and no significant difference was observed in the brain parasitic load 

between the mice in the depleted-infected and isotype-infected groups. We found no 

significant difference between the titres of total IgG in the sera of the mice from the two 

groups in the chronic phase. However, CD25+cellsdepletion was followed by significantly 

higher levels of IL12 in the serum of depleted mice than in that of mice injected with the 

isotype control antibody. 

 

 

Keywords: Treg/depletion/toxoplasmosis 
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Introduction 

 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite of worldwide significance, 

responsible for one of the main zoonotic diseases occurring also in developed countries. 

Cellular responses play an important role in protecting the host against T. gondii infection 

(Dubey 2008, Suzuki et al. 1988). In mice infected with acute toxoplasmosis, the production 

of IL12 and of IFNγ by the dendritic cells (DC) and CD4+ T cells respectively, triggers a 

Th1-type protective immune response (Aliberti et al. 2000, Gazzinelli et al. 1996). The 

protection provided by a Th1-type response needs to be properly regulated, otherwise an 

excessive immune response could be deleterious for the host, as happens in case of C57BL/6 

mice with acute toxoplasmosis. These mice die of an uncontrolled Th1-type immune response 

that causes a lethal necrotic inflammation of the intestine during the acute phase of the 

infection (Liesenfeld et al. 1996). Recently it has been found (Oldenhove et al. 2009) that 

these mice exhibit a sharp decline in the percentage of regulatory T cells (Treg) just before 

death, supporting the idea of a defective immuno-regulation. Treg cells are a subpopulation of 

CD4+ T cells, and their main function is to maintain immune homeostasis and tolerance 

(Sakaguchi et al. 2009). They express constitutively interleukin-2 receptor chain alpha 

(IL2Rα), also known as CD25, a surface receptor, and the intracellular marker forkhead box-

p3 transcription factor (Foxp-3) (Sakaguchi et al. 2009). The CD25 expression in Treg is 

maintained by IL2 (Curotto de Lafaille et al. 2004). Depending on the origin, generation, 

different types of Foxp3+ Treg cells have been described with two main subsets defined as 

natural Treg cells (nTreg) (developing in the thymus) and inducible Treg (iTreg) cells 

(developing in the periphery from conventional CD4+ T cells) (Belkaid, 2007). Both nTreg 

and iTreg express CD25 and until now no specific phenotypic marker has been described to 

identify one from the other population. Treg cells play different roles in parasitic infections, 
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such as in leishmaniasis and malaria (Belkaid et al. 2002, Hisaeda et al. 2004). In malaria, 

Treg cells have been reported either to have beneficial effects or to exacerbate disease and 

death (for review Finney et al. 2009). 

A collapse of CD4+Foxp3+ Treg cells has been observed in an acute and lethal model of 

toxoplasmosis demonstrating the importance of Treg cells in regulating immune responses 

(Oldenhove et al. 2009). The regulation of the immune response in resistant strains of mice 

during acute toxoplasmosis remains to be explored, as only a few contradictory reports, in 

terms of mortality, exist so far (Oldenhove et al. 2009, Tenorio et al. 2010, Morampudi et al. 

2011). The level of CD4+Foxp3+ Treg cells appears to be correlated with the resistance of 

mice to acute toxoplasmosis (Oldenhove et al. 2009, Couper et al. 2009, Tenorio et al. 2010 

and 2011). CD4+Foxp3+ Treg cells do not decrease significantly in a toxoplasmosis-resistant 

mouse model (Balb/c) (Oldenhove et al. 2009, Tenorio et al. 2011) whereas a very marked 

reduction in the percentage of these cells does occur in an acute toxoplasmosis-susceptible 

mouse model (C57/BL6) (Oldenhove et al. 2009). 

Different approaches have been used to analyse Treg cell functions. These have included the 

depletion of CD25+ Treg cells using anti-CD25 monoclonal antibody (mAb) (Hisaeda et al. 

2004, Couper et al. 2009, Tenorio et al. 2010). The depletion mechanism is not fully 

understood but anti-CD25 treatment caused the downregulation or shedding of CD25 marker 

on Treg cells and reduced the percentage of Foxp3 positive cells (Kohm et al. 2006, McNeill 

et al. 2007). One study describes the role of FcγRIII+ phagocytes in anti-CD25 mAb mediated 

depletion of Treg cells (Setiady et al. 2010).  

In the work reported here, we studied the effects of anti-CD25 mAb-mediated depletion of 

CD25+ cells in Swiss OF1 mice (which are naturally resistant to toxoplasmosis) during acute 

infection with strain 76K, a type-II strain of T. gondii. Although a significant reduction of 

CD25+ Treg cells was observed in both spleen and mesenteric lymph nodes (MLN) on day 6 
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post-infection (pi), with significant production of serum IL12,no significant difference was 

observed in mortality, or brain parasitic load in the mice receiving anti-CD25 mAb compared 

to those receiving isotype control mAb. At the same time, we did find a significant increase in 

CD25+Teff cells in mice receiving isotype control mAb. On the other hand, no significant 

difference was found for the CD4+Foxp3+CD25+ Treg/CD4+Foxp3-CD25+ Teff ratio between 

mice from the infected groups injected with either anti-CD25 mAb or isotype control mAb. 

Hence anti-CD25 mAb mediated depletion of CD25+ cells did not significantly increase the 

mortality of a naturally resistant strain (Swiss OF1) of mouse during acute infection with T. 

gondii. 

 

Materials and Methods 

 

2.1 Mice 

 

Six to 8 week old Swiss OF1 female mice were purchased from Janvier (France), and were 

kept in the animal house of the University of Tours. The mice were given food and water ad 

libitum. The infected animals were observed for the onset of clinical signs or symptoms daily 

(e.g. coat, response to external stimuli and physical activity in the cage) until euthanized. 

 

2.2 Parasites and Infections 

 

T. gondii strain 76K was used to infect the mice. The 76K strain is being maintained in female 

CBA/J mice. Every month, the naïve CBA/J mice are infected orally with 50 cysts of this 

strain collected from the brain of a CBA/J mouse in chronic phase of the infection. 
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Brains containing the cysts were homogenised in RMPI-1640 medium (Dutscher, Brumath, 

France), and the cysts were counted under microscope. Swiss OF1 mice were orally infected 

with 50 cysts. 

 

2.3 Antibody treatments 

 

The monoclonal antibody used against the CD25was a rat IgG1 (PC61 clone; ATCC).The 

isotype control rat IgG1 was obtained from the CRL1912 hybridoma (a kind gift of Dr Laleh 

Majlessi, Institut Pasteur, Paris, France). Both antibodies were purified by ammonium sulfate 

(40%) precipitation from the supernatants of the hybridoma culture. After precipitation, the 

supernatant was extensively dialysed against a phosphate buffered saline solution (PBS). The 

concentrated and dialysed supernatants of hybridomas were purified using HiTrap Protein-G 

HP columns (GE Healthcare) following the manufacturer's recommendations. The purified 

antibodies were assayed for protein concentration by the micro-BCA technique using a 

commercial kit (Sigma-Aldrich from Servilab, Le Mans, France) containing purified BSA as 

standard protein. 

The mice were depleted of CD25+ cells by the intra-peritoneal injection of anti-CD25 

antibody (500µg per mouse per administration) on days -1, 0, 3 and 6 of infection. The 

isotype-control group was also injected at the same time and same dose as the anti-CD25 

mAb treated group. 

 

2.4  Blood leucocytes, spleen cells and MLN cells 

 

Blood was collected from the medial canthus of the mouse eyes in anti-coagulant (EDTA or 

Heparin)-coated blood collection tubes, and mixed thoroughly. The red blood cells were lysed 
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twice with 5ml of lysis buffer (0.15M NH4Cl, 1.0M KHCO3, 0.1mM Na2EDTA; pH 7.3) for 

two minutes at room temperature. The lysis reaction was stopped by adding 20ml of RPMI-

1640 supplemented with 5% fetal calf serum (FCS) (Dutscher, Brumath, France). 

Mice were euthanized by cervical dislocation on day 6pi. Spleens and MLN were collected 

and cell suspensions were prepared as previously described (Ismael et al. 2003).The cells 

were stained with specific antibodies in 96-well plates, with 5×105 cells/well. 

 

2.5 Flow cytometry  

 

The CD4+CD25+ cells and CD4+CD25+Foxp3+ cells were analysed by flow cytometry using 

FACScalibur (BD, Le Pont de Claix, France). Anti-mouse CD4-(H129-19) FITC, anti-mouse 

CD25-PE (7D4) monoclonal labelled antibodies and their corresponding isotype controls 

were obtained from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Cells were incubated for 15 

minutes at 4°C for saturation in 200 µl of 4% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma) prepared 

in PBS, and then stained in the same medium. For Foxp3 staining, the cells were labelled 

using the Foxp3 staining set (clone FJK 16s) purchased from eBiosciences (Clinisciences, 

Montrouge, France) according to the recommended protocols. For each sample, at least 

50,000 events were acquired. 

 

2.6  ELISA and brains cyst load 

 

Cytokine and chemokine levels (IFNγ, IL10, IL12 p70, MCP1) were quantified from mouse 

serum by ELISA using OptEIA kits (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) following the 

manufacturer's recommendations. 
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Serum samples were collected 6 weeks pi before the mice were euthanized for the detection of 

Toxoplasma specific IgG. The titres were calculated as described previously (Ismael et al. 

2003).  

The brains were collected in 5ml of RPMI-1640, and homogenised with a potter. The number 

of parasite cysts in the homogenate was calculated under microscope by 10 counts per mouse 

using 10 µl of homogenate for each count.  

 

2.7 Statistics  

 

The two-tailed Mann-Whitney test, Student's t-test, Kruskall Wallis test, were used to 

compare the values. P < 0.05 was considered significant. 

 

Ethics 

 

All experiments were performed in accordance with the guidelines on animal experimentation 

of the “Université François Rabelais de Tours, France”. 

 

Results 

 

4.1 Clinical signs and survival of mice acutely infected with T. gondii after CD25+ cell 

depletion 

 

Mice orally infected with 50 cysts of Toxoplasma gondii were divided into two groups: one 

treated with the anti-CD25 mAb (anti-CD25 group) and the other treated with the isotype 

control mAb (control mAb group). Clinical signs and survival of the mice were monitored to 
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find out whether the anti-CD25 mAb administration increased the susceptibility of the mice to 

acute toxoplasmosis. We confirmed that the anti-CD25 mAb injection induced significant 

depletion (by about 60%) of CD25+ cells in the blood of the naive mice (data not shown). All 

the mice in both infected groups became sick at day 6 pi and developed a ruffled coat that lost 

its sheen and became dull in appearance. This continued till 11 days pi. On day 13 pi, all the 

mice in the control mAb group started to recover, whereas those in the anti-CD25 group still 

displayed clinical signs. The survival of the mice was followed up to six weeks pi. Twenty-

seven percent mortality was observed in the anti-CD25 group from day 19 to day 28 pi (Fig. 

1a). The difference in mortality between the groups was not significant (P=0.2463). 

The parasite load was estimated in mice brains during the chronic phase of infection at six 

weeks pi. The depletion of CD25+ cells did not cause any significant difference in the number 

of tissue cysts in the brains of the anti-CD25 mice compared to those in the control mAb 

group (926 ± 733 cysts in the control mAb group versus 1026 ± 592 cysts in the anti-CD25 

group) (Fig. 1b).  

Serum was collected from the mice in the sixth week pi, and used to determine the total IgG 

titre. In both experiments, all groups had a high IgG titre, but no significant difference was 

observed between the titres of total IgG antibodies in the sera of mice injected with either the 

anti-CD25 antibody or the isotype control mAb (Table 1). 

 

4.2 Increase in the percentage of CD4+CD25+ T cells among the CD4+ blood cells 

during acute toxoplasmosis 

 

To find out whether acute infection caused an increase in the percentage of CD25+ cells, we 

performed a kinetic study to determine the percentage of CD4+CD25+ cells among the 

circulating CD4+ cells in the blood of the mice (Fig. 2a) after infection. A significantly higher 
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percentage of CD4+CD25+ cells (5.23 ± 1.92 before infection versus 12.07 ± 2.59 after 

infection) was found at day 3 pi (P < 0.05). At day 6 pi, the percentage of CD4+CD25+ cells in 

the blood of the infected mice was not significantly different from that before infection. 

 

4.3 Effect of infection and depletion on the CD4+ and CD4+CD25+ T cell population 

 

We further identified the depleted population after the anti-CD25 mAb injections. For this 

purpose, the mice were euthanized at day 6 pi. Hypertrophy of the spleens and MLNs was 

observed in both infected groups of mice. The total number of splenocytes was significantly 

higher in both infected groups than in the naive mice (Fig. 2b). The total number of MLN 

cells was increased in both infected groups; in the control mAb group this difference was 

statistically significant, whereas in the anti-CD25 group it was not (Fig. 2c). 

At day 6 pi, the number of CD4+ spleen cells was also higher in both infected groups (Table 

2). This difference in number was significant in the control mAb group, but not in the anti-

CD25 group for spleen and not significant in either group for MLN compared to the naive 

group (Table 2). 

Despite the increased number of CD4+ cells in spleens and MLNs of infected groups, their 

percentage was significantly lower in both organs compared to that in naïve mice (Table 2). 

We next examined CD4+CD25+T cells after the anti-CD25 mAb treatment. A significantly 

greater number of CD4+CD25+T cells was found in both spleen and MLN of the control mAb 

group compared to the naive mice (Fig. 2d & 2f). The number was not significantly greater in 

the anti-CD25 group than that in either the naive or the control mAb group. Similarly, the 

percentage of CD4+CD25+T cells was significantly lower in both the spleen and MLN of the 

anti-CD25 group than in the control mAb group (Fig. 2e & 2g). As CD4+CD25+T cells 
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include both CD25+ Treg and CD25+ Teff cells, we used Foxp3, to differentiate between 

CD4+Foxp3+CD25+Treg and CD4+Foxp3-CD25+Teff cells. 

 

4.4 Effect of infection and CD25+-cell depletion on CD4+Foxp3+CD25+ Treg, 

CD4+Foxp3-CD25+ Teff cells and on CD4+Foxp3+CD25+ Treg/CD4+ Foxp3-CD25+ Teff 

ratio 

 

A significantly greater number of CD4+Foxp3+CD25+ Treg cells was observed in the spleens 

of the control mAb group compared to the naive group (Fig. 2d). No significant difference 

was observed for theanti-CD25 group compared to either of the other groups (Fig. 2d). 

Similarly, more Treg cells, although the difference was not significant, were observed in 

MLN in the control mAb group than in the naive group. The number of Treg was not 

significantly different in the anti-CD25 group compared to either the naive or control mAb 

group (Fig. 2f). 

A significantly lower percentage of Treg cells was observed in the anti-CD25 group than in 

either the naive group or the control mAb group in both spleen and MLN at day 6 pi (Fig. 2e 

& 2g). No significant difference was observed between the percentages of Treg in the control 

mAb group and the naive group. This was the case for both spleen and MLN (Fig. 2e & 2g). 

A significantly greater number and percentage of CD4+Foxp3-CD25+Teff cells was observed 

at day 6 pi in the control mAb group than in the naive mice. This was observed in both spleen 

and MLN (Fig. 2d, 2e, 2f, 2g). No significant difference in either the number or percentage 

was observed in the anti-CD25 group for either spleen or MLN compared to the naive or 

groups. 

The CD4+Foxp3+CD25+ Treg/CD4+ Foxp3-CD25+ Teff ratio was lower in the anti-CD25and 

control mAb groups than in the naive group, and this was observed for both spleen and MLN. 
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The value in the anti-CD25 group was significantly lower than in the naive group. There was 

no significant difference between the naive and control mAb groups, or between the control 

mAb and anti-CD25 groups (Fig. 3a). 

 

4.5 CD25+ cell depletion did not significantly reduce the production of the cytokines, 

IFNγ, IL10 and chemokine MCP-1, but did cause a significant increase in IL12 

production 

 

Although a significant reduction in the percentage of Treg cells was observed at day 6 pi in 

the anti-CD25 group, no difference in the parasitic load of the brains was observed. We 

therefore determined the levels of the chemokine MCP-1, and cytokines IL12, IFNγ and IL10 

in the sera of the mice at day 6 pi. There was a significant production of both MCP-1 (Fig. 3b) 

and IFNγ (Fig. 3d) in both the control mAb and anti-CD25 groups compared to the naive 

group. The production of IL10 was significantly greater in the control mAb group, but not in 

the anti-CD25 group, than in the naive mice (Fig. 3e). No significant difference was noted in 

the level of IL12 production between the naive mice and those in the control mAb group (Fig. 

3c). 

Similarly no significant differences were found between the control mAb and anti-CD25 

groups for the levels of MCP-1, IFNγ and IL10 (Fig. 3b, 3d, 3e). The only difference was 

found for IL12 production, which was significantly greater in the anti-CD25 group than in 

either the naive group or the control mAb group (Fig. 3c). 

 

Discussion 
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One of the main objectives of this work was to study the role of Treg cells during acute 

toxoplasmosis in a resistant out-bred mouse strain. The present study was done in a naturally-

resistant mouse model, Swiss OF1 mice, using a type-II strain (76K) of T. gondii 

administered by oral route. The oral route is a natural route of infection for most of animal 

and human infections. Swiss OF1 mice are an out-bred mouse strain displaying individual 

variability of infection resistance. The results observed with this strain can readily be 

extrapolated to farm animals, and possibly also to human (Rai et al. 2009). 

Treg cells were depleted using anti-CD25 mAb, a classical technique used in several other 

models of infection (Couper et al. 2007, Hisaeda et al. 2004, Kotner & Tarleton 2007). In the 

current study, anti-CD25 mAb efficiently depleted CD25+ cells (by about 60% in blood, 

spleen and MLN cells) in the naive mice (unpublished observations) in a manner comparable 

to that reported earlier (Couper et al. 2007, Kotner & Tarleton 2007, Morampudi et al. 2011). 

Anti-CD25 mAb caused also a significant reduction (about 40%) in the percentage and 

number of CD4+CD25+ cells in the spleen and MLN of the infected mice. In infected mice, 

anti-CD25 mAb administration preferentially targets Foxp3+ Treg cells with 40 to 57% 

depletion in spleen and MLN respectively as described in the work of Morampudi et al. 

(2011) and Tenorio et al. (2011). However, no significant difference was found in the 

Treg/Teff ratios between both infected groups, and consistent with this, no significant 

differences were observed between the two groups for mortality, brain parasitic load, or total 

serum IgG levels.  

In one experiment, one out of eleven mice died and two mice were euthanized due to loss of 

more than 20% of their bodyweight. These two mice were found to be immunosuppressed as 

they displayed spleen atrophy (data not shown). This was probably due to the 

immunosuppressive effects of anti-CD25 mAb (Waldmann 2007). However, no significant 

difference in mortality was observed in OF1 mice following injections of anti-CD25 mAb. 
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This is consistent with data reported by Oldenhove et al. (2009) and Morampudi et al. (2011) 

using Balb/c resistant mice, but not with the findings of Couper et al. (2009) in susceptible 

C57BL/6 mice. 

No significant difference was found in the brain parasitic load between infected OF1 mice 

receiving anti-CD25 mAb or the isotype control antibody, which conflicts with the findings of 

Couper et al. (2009) and Morampudi et al (2011), who observed a rise in number of cysts in 

brain after the depletion of CD25+ cells. The significant difference in brain parasitic load 

observed by Couper et al. (2009) might be due to the facts that Couper et al. (2009) used a 

naturally susceptible mouse strain (C57BL/6) and showed a more pronounced effect of anti-

CD25 mAb on effector T cells during acute toxoplasmosis. Similarly, Tenorio et al. (2011) 

reported that anti-CD25 mAb has more pronounced effect on effector T cells in acute 

toxoplasmosis-susceptible mouse model (C57BL/6).  

Morampudi et al. (2011) observed a higher parasitic load in the brain of Balb/c mice after 

depletion with PC61. The discrepancy between the study of Morampudi and the present work, 

in term of parasitic load could be due of the kinetic of injection of PC61 and the difference in 

mouse strain.  

Consistent with the lack of effect on parasitic load, anti-CD25 administration had no effect on 

circulating IFNγ level in our experimental condition. Whereas Couper et al. (2009) observed 

that anti-CD25 mAb treatment leads to reduced circulating IFNγ level, consistent with the 

preferential depletion of Teff cells in the C57BL/6 mice. On the contrary, Morampudi et al. 

(2011) observed increased IFNγ level and high parasite burden after antibody treatment of 

Balb/c mice consistent with the preferential depletion of Treg cells in these mice (Tenorio et 

al. 2011). In our experiments, although anti-CD25 mAb administration preferentially targets 

Treg, no significant difference in the Treg/Teff ratio was found between the two infected 
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groups given anti-CD25 mAb or the control mAb, respectively. This may account for the 

similar IFNγ level in both groups. 

IFNγ is produced by CD4+Foxp3-CD25+ Teff cells (Couper et al. 2009) and natural killer 

cells (Gazzinelli et al. 1993) during acute toxoplasmosis and is responsible for the control of 

parasite replication.The IFNγ production is largely IL12-dependent (Gazzinelli et al. 1993, 

Gazzinelli et al. 1994, Khan et al. 1994). CD25+ cell depletion induced the significant 

production of IL12 that is not followed in our experiment by increased serum IFNγ level in 

depleted infected mice. IL12 is produced by dendritic cells (DC) (Aliberti et al. 2000) and 

macrophages (Robben et al. 2004). Treg cells exert their regulatory function on effector T 

cells and also on antigen presenting cells (APC) (Mahnke et al. 2007). CTLA-4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte associated Antigen-4) of Treg cells can prevent the maturation (by down-

regulation of CD80/86) of DC by engaging with the B7 of these cells (Grainger et al. 2010, 

Mahnke et al. 2007). Decreased regulatory activity due to the depletion of Treg cells can 

result in the production of more IL12 by DC. 

IL10 is also produced by Treg cells, and regulates the production of IL12 by DC (Gazzinelli 

et al. 1996, Yanagawa et al. 2008).The drop in IL10 level after anti-CD25 mAb injections, 

might be responsible for the significant higher production of IL12 in depleted infected mice. 

However, it has also previously been described that CD4+Foxp3- cells that co-produce IFNγ 

are the primary source of IL10 during acute toxoplasmosis (Jankovic et al. 2007). Further 

experiments are required to determine the source of IL12 and IL10 in this context. 

A significantly greater number of CD4+CD25+ cells was observed in the infected mice than in 

the naive mice, as previously reported (Couper et al. 2009). This expansion in CD4+CD25+ 

cells concerned both Foxp3+ Treg and Foxp3- Teff since the absolute numbers of both 

populations were found to expand in parallel. The infection also resulted in a significantly 

greater percentage of Teff cells in spleen and MLN than in naive mice. Similar findings of an 
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increased expression of CD25+CD4+ Teff cells have already been reported (Couper et al. 

2009). 

No significant difference was found in the percentage of Treg cells in spleen or MLN at day 6 

pi compared to naive mice, similar to the findings of Tenorio et al. (2011) in resistant mice 

and contrary to previous reports of a drop in the percentage of Treg cells during acute 

toxoplasmosis in both susceptible mice (Ge et al. 2008, Oldenhove et al. 2009) and resistant 

mice (Tenorio et al. 2010).  

Changes in Treg/Teff level could be a more informative measure of immune status than 

absolute Treg numbers as already described (Scholzen et al. 2009). In naive mice the ratio is 

greater than in infected mice suggesting an imbalance towards immune inhibition to maintain 

homeostasis. In infected mice, the ratio is slightly lower consistent with expansion of Teff 

cells necessary to control the parasite. No significant difference in the Treg/Teff ratio was 

found between the two infected groups given anti-CD25 mAb or the control mAb, 

respectively. This finding is correlated with a comparable susceptibility to the acute infection.  

Finally, we conclude that resistance to acute toxoplasmosis in Swiss OF1 mice is 

accompanied by the maintenance of the percentage of CD4+Foxp3+CD25+Treg cells. It is 

probable that the mortality observed in C57BL/6 (susceptible mice), whether after depletion 

during a sublethal infection (Couper et al. 2009) or from the lethal infection (Oldenhove et al. 

2009), might be due to a significant decrease in the Treg/Teff ratio. We hypothesize that a 

depletion mechanism bringing about a change in the percentage of Treg or Teff cells that 

significantly alters the Treg/Teff balance in depleted infected mice during acute 

toxoplasmosis, might cause a significant change in the outcome of the infection. 

In addition, we show that the inflammatory phase in Swiss OF1 mice suffering from acute 

toxoplasmosis, is also accompanied by a significant rise in the number and percentage of 

CD4+Foxp3-CD25+ Teff cells that become another potential target for anti-CD25 mAb, as 
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already reported in C57BL/6 mice (Couper et al. 2009). Hence the potential effects of anti-

CD25 mAb on CD25+ non-Treg must be taken into account while using anti-CD25 mAb as a 

depletion tool of Treg. 
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Legends of figures 

Figure 1: a: Survival of mice injected with anti-CD25 or with isotype control antibody and 

infected 24 hours after the first antibody injection. n=11 for the anti-CD25 group, and n=10 

for the control mAb group. The χ² test with the Yates correction was used to compare the 

mortality between the two groups. The difference between the two groups was non-

significant, P=0.2463. The experiment was repeated twice with similar results. b: The brain 

cyst load on day 38 post-infection in mice injected with anti-CD25 or with isotype control 

antibody. n=8 for the anti-CD25 group and n=10 for the control mAb group. A two-tailed 

Mann-Whitney test was used to compare the groups. The difference was not significant, with 

P > 0.05. The graph is representative of two similar experiments. 

Figure 2: (a) Swiss OF1 mice were infected orally with 50 cysts of T. gondii. The blood of 

mice was collected during acute infection at days 3, 6, 10, 13 and 17 post-infection. The % of 

CD4+CD25+ cells was calculated in the CD4+ cells of the lymphocyte population. The graph 

represents the average values found on each test day, along with the standard deviations. n=11 

for naive mice, and n=5 for each day post-infection. The Kruskal Wallis test was used to 

compare the results, * indicates a significant difference, with P < 0.05. 

The graphs represent the average values along with the standard deviations of the total 

number of cells in spleen (b) and in MLN (c). The Kruskal-Wallis test was used to determine 

the difference between three groups. * indicates a significant difference. P < 0.05. n=5 for 

each group. 

The graphs represent the average values along with the standard deviations of the total 

number (in spleen/MLN) and percentages (among CD4+) of CD4+CD25+ cells, 

CD4+Foxp3+CD25+Treg and CD4+Foxp3-CD25+ Teff cells in spleen (d, e) and in MLN (f, g). 

The Kruskal-Wallis test was used to determine the differences between the three groups. The 

experiment was done once. * indicates a significant difference, P < 0.05. n=5 for each group. 
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Figure 3: a: The graphs represent the Treg/Teff ratio in spleen and MLN. The Kruskal-Wallis 

test was used to determine the difference between the three groups. * indicates a significant 

difference, P < 0.05. n=5 for each group. Serum MCP-1 (b), IL12 (c), IFNγ (d) and IL10 (e) 

levels in mice before infection or on day 6 post-infection in mice injected with anti-CD25 or 

isotype control antibody, determined by ELISA. n=10 for naive mice, n= 11 for the anti-

CD25 group, and n=10 for the control mAb group. The Kruskall-Wallis test was used to 

compare the groups, * indicates a significant difference, P <0.05. Similar results were 

obtained in two experiments. 
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Table 1  Total serum IgG titresa during the chronic phase of infection 

Experiment control mAb1 (mean ± SD) anti-CD252 (mean ± SD) 

I 17.64 ± 0.57b (n=10)c 18.08 ± 0.53b (n=9)c 

II 16.74 ± 1.60b (n=10)c 16.39 ± 1.04b (n=8)c 

aThe antigen specific antibody titre expressed as log2 of the reciprocal of the highest dilution 

producing an optical density (OD) that was 2.5 fold greater than that of the serum of the 

control mice 

bDifferences were found non-significant by non-parametric Mann-Whitney test with P >0.05. 

cNumber of mice 

1, 2T. gondii infected groups injected with isotype control and anti-CD25 mAb, respectively. 
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Table 2 Total number and % of CD4+ cells in spleen and MLN at day 6 post-infection 

Organ Naive mice 

(mean ± SD) 

control mAb 1 

(mean ± SD) 

anti-CD25 2 

(mean ± SD) 

Spleen Number (106) 9.9 ± 2.6 24.3 ± 8.3a 20.5 ± 8.1 

% 26.2 ± 4.4 14.4 ± 2.8a 13.4 ±1.5a 

MLN Number (106) 6.4 ± 1.6 11 ± 3.6 9.6 ± 4.4 

% 62.3 ± 2 40 ± 4.2a 41.3 ± 4.9a 

 

1, 2T. gondii infected mice injected with isotype control and anti-CD25 mAb, respectively. 

a Differences were found significant against naive group by non-parametric Kruskal Wallis 

test with P <0.05. 
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C. Article-III 

Expansion of CD4+Foxp3+Tregulatory cells induced by  

a live, attenuated, replicating, type-I strain of Toxoplasma gondii  

 

Objectif : 

Etudier le mécanisme de protection et en particulier l'implication des Treg, après vaccination 

avec la souche de type I atténuée Mic1.3KO en comparaison avec la souche sauvage RH dont 

elle dérive qui est létale. 

 

Méthodes : 

Infection des souris OF1 avec 100 tachyzoïtes de RH ou de Mic1.3KO par voie intra-

péritonéale 

Etude de la réponse cellulaire locale (au niveau du péritoine) et systémique (sérum et rate) par 

dosage des cytokines IFNγ et IL10. 

Etude de la cinétique des cellules recrutées au niveau local par phénotypage à 4, 7 et 11 jours 

après infection.  

Comparaison de la réponse cellulaire de la souche vaccinale et de la souche sauvage au niveau 

systémique par phénotypage des splénocytes 7 jours après l'infection. 

 

Résultats : 

La survie des souris vaccinées avec Mic1.3KO est corrélée à un contrôle de la parasitémie au 

niveau local et une augmentation significative toujours au niveau local des cellules Treg 

CD4+CD25+Foxp3+ suivi par une augmentation de cellules T effectrices CD4+CD25+.  

Au niveau systémique, la réponse immune induite par la souche sauvage est une réponse 

cellulaire incontrôlée révélée par un pourcentage élevé de cellules exprimant des marqueurs 

d'activation et une parasitémie également incontrôlée. 

Par contre, il n'y a pas de différence ni en nombre ni en pourcentage des cellules Treg au 

niveau splénique entre les deux groupes de souris. La seule différence est le phénotype 

"activé" des cellules Treg spléniques chez les souris infectées par la souche sauvage. 
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Conclusions : 

 

Les cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ recrutées au niveau local pourrait être impliquées dans 

la protection des souris après vaccination avec Mic1.3KO. Cette expansion ou recrutement 

local est suivi d'une expansion de cellules TeffectricesCD4+CD25+Foxp3- et d'un contrôle 

local de la parasitémie au contraire de ce qui est observé avec la souche sauvage. Chez la 

souche sauvage, on observe peu de recrutement au niveau local corrélé à une augmentation 

exponentielle de la parasitémie à ce niveau jusqu'à la mort des souris. De plus, au niveau 

systémique, les souris infectées avec RH montrent une réponse inflammatoire avec un niveau 

fort d'IFNγ au niveau systémique et l'expression de CD69 au niveau des splénocytes. 

Chez la souche sauvage la mortalité serait due à une parasitémie incontrôlée et à une réponse 

immunitaire incontrôlée. 
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1. Introduction 

 

Toxoplasmosis is caused by a protozoan parasite that infects human beings and other warm-

blooded animals. Infections in humans are generally asymptomatic, although 

immunosuppressed patients may exhibit severe symptoms. Similarly, primary infection 

during pregnancy can lead to miscarriage and neonatal malformations. Toxoplasmosis can be 

transmitted to human beings via ingestion of oocysts or via the consumption of meat products 

contaminated with tissue cysts [Tenter et al., 2000]. The effective vaccination of domestic 

livestock can therefore prevent human infection with Toxoplasma gondii. It is possible to 

induce strong protection by immunization with a live attenuated strain [for review Jongert et 

al., 2009]. Live attenuated vaccine strain models are also useful for advancing the 

understanding of the protective host immune response. However the data available about the 

mechanism of protection involved after vaccination with a type-I attenuated strain were 

performed with non-replicating, non persistent strains like cps-1 [Fox and Bzik 2002; Gigley 

et al., 2009 a and b; Jordan et al., 2009, Tait et al., 2010,] and ts4 Gazzinelli 1991]. A strain 

known as Mic1-3KO was obtained by deleting the MIC1 and MIC3 genes [Cérède et al., 

2005] in our laboratory. This strain was derived from the highly virulent type-I RH strain, and 

its impaired invasion capability in vitro was correlated with decrease virulence when injected 

into outbred Swiss OF1 mice [Cérède et al., 2005]. Type-I strains are characterized by the 

rapid dissemination of the parasite into the brain, and a high parasite burden inducing death 

rapidly after infection by a single viable parasite in mice [Saeij et al., 2005]. We have shown 

that the deleted strain Mic1-3KO derived from a type-I strain behaves like a type-II strain in 

outbred mice in terms of virulence, dissemination throughout the tissues, and persistence in 

the brain [Moiré et al., 2009].  
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Protective immunity against T. gondii is dependent on IFNγ and on an IFN-γ 

dependent mechanism [Suzuki et al., 1988]. Following a challenge with a type-I parasite, high 

levels of IFNγ are produced, and mice succumb to uncontrolled parasite growth and 

associated inflammation [Gravilescu et al., 2001; Mordue et al., 2001]. In a model of lethal 

toxoplasmosis induced after the oral infection of C57Bl/6 mice with a type-II strain, 

overproduction of IFNγ is also responsible for the mortality. These mice display a sharp 

decline in the percentage of Treg cells just before death, supporting the hypothesis of 

defective immuno-regulation [Oldenhove et al. 2009]. Treg cells are a subpopulation of CD4+ 

T cells, and their main function is to maintain immune homeostasis and tolerance [Sakaguchi 

et al. 2009]. They constitutively express the interleukin-2 receptor alpha chain (IL2Rα), also 

known as CD25, a surface receptor, and the intracellular marker, forkhead box-p3 

transcription factor (Foxp-3) [Sakaguchi et al. 2009]. The role of Tregs in parasite disease 

was first described in the pioneering work of Belkaid [Belkaid et al., 2002]. Treg are 

responsible for the persistence of the parasite. This persistence has been shown to be essential 

to maintain resistance to reinfection.  

In the present study, we compare the local and systemic cellular response to the attenuated 

strain, Mic1.3KO, compared to that to the parental lethal RH strain in an attempt to identify 

mechanisms leading to protection. We show that an increase in the absolute 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg count is observed at the local site of infection after infection with 

attenuated Mic1.3KO. This increase is followed by an increase in CD4+CD25+Foxp3- effector 

cells and the control of parasitemia. In contrast, in the WT-infected mice, the increase in the 

Treg cell count is lower and the parasites are not controlled at this local site. The immune 

response at the local and systemic levels also becomes uncontrolled with high levels of 

IFNγ until the animals died. Moreover, an activated phenotype of the splenocytes is observed 

for the RH-group with the expression of CD69 and constitutive production of IFNγ.  
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Materials and methods 

 

Animals and parasites 

 

Eight-week-old female outbred Swiss OF1 mice were obtained from Janvier (France). The 

local Ethics Committee for animal experimentation approved all our experiments.  

Two weeks before injection, RH tachyzoites harvested from the peritoneal cavity of the mice 

were cultured on human foreskin fibroblast (HFF) monolayers (ATCC CRL-1634, American 

Type Culture Collection), as previously described [Ismael et al., 2003]. Mic1-3KO parasites 

were obtained by targeted disruption of the MIC1 and MIC3 genes in the ∆HX RH strain of 

T. gondii as previously described [Cérède et al., 2005].  

The Mic1-3KO tachyzoites were propagated by serial passage on HFF monolayers. 

Tachyzoites freshly harvested from a cell culture were counted using a Malassez counting 

chamber. 

 

Cell culture conditions and cytokine quantification  

 

For cytokine detection, splenocytes were recovered and stimulated for 72h with 10 µg/ml 

Toxoplasma lysate (ET) as described [Ismael et al., 2003] or with purified anti-CD3 (145-

2C11) (eBiosciences) at 1µg/ml in RPMI 1640 containing 5% FCS. The cells were added to 

24-well plates at a concentration of 5.105/ml in a final volume of 1 ml, and supernatants were 

collected 24, 48 and 72h after activation. 
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Cells from peritoneal cavity were recovered after washing the cavity with 5 ml of ice-cold 

DMEM. The supernatant was collected after centrifuging and kept frozen at –20°C until 

assayed for cytokines. Cytokine levels (IFNγ, IL10, and IL2) were quantified in the serum, 

cell culture supernatants and peritoneal lavages by ELISA using OptEIA kits (BD 

Biosciences) or Ready-set-Go Kit (eBiosciences) for IL2. 

 

Cell surface staining and intracellular staining 

 

106 cells were used for splenocyte staining. Peritoneal exudate cells (PECs) were obtained 

from uninfected mice for the day 0 controls, and from infected mice on days 4, 7, and 11 post-

infection by peritoneal lavage with 5 ml of ice-cold PBS. PECs were washed once in PBS, 

and counted to determine total viable cell numbers recovered by trypan blue exclusion. 2-

5×105 PECs were stained using standard procedures in 5% FCS in 1× PBS and Mouse Fc 

Block (BD Biosciences). Single-cell suspensions were used for the surface markers PE-

conjugated anti-mouse CD3 (17A2), anti-mouse FITC-conjugated CDllb (Ml/70) and CD11c 

(N418) (eBiosciences), Antibodies for the detection of CD4 (GK1.5), CD8 (eBioH35-17.2), 

CD69 (H1.2F3), and Foxp3 (FJK-16s) were purchased from eBiosciences. Antibodies for 

IL10 detection were purchased from BD Biosciences. For cytokine detection, restimulation 

was carried out for 18h with 10 µg/ml ET in RPMI 1640 containing 5% FCS. The cells were 

added to 6-well plates at the concentration of 106/ml in a final volume of 5 ml. The culture 

medium was then removed and replaced by fresh culture medium containing PMA (50 ng/ml) 

and ionomycin (1 µg/ml) in the presence of brefeldin A (5µg/ml) for a further 4h period.  

 

Statistical analysis  
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Analyses were performed with StatXact software (Cytel Studio) using non-parametric 

exact tests with strata to take into account the variability between repetitions of the same 

experiment. Differences between the groups were compared using Wilcoxon-Mann-Whitney 

or Kruskal-Wallis non-parametric tests with Dunn’s post test using PRISM software 

(Graphpad). All statistical tests were two-sided and p<0.05 was considered statistically 

significant in all tests. All results are expressed as the median plus the range (unless otherwise 

specified) 

 

Results 

 

High local cellular response is induced after infection with Mic1.3KO  

 

Inoculation of persistent, live-attenuated Mic1.3KO tachyzoites protects outbred OF1 mice 

against both a low and high-dose lethal type-I challenge [Penarete et al., 2010, personal data], 

unlike the wild-type RH strain from which it is derived, inducing lethality in all the infected 

mice. All the mice injected with 100 RH tachyzoites succumbed between days 8 to 10, 

whereas 80% long-term survival was observed for the mice injected with 100 Mic1.3KO 

tachyzoites [Moiré et al., 2009]. To further evaluate the role of the cellular immune response 

in the protection induced by this live, attenuated, replicating strain, we compared parameters 

associated with the development of immunity in mice injected with Mic1.3KO and RH 

tachyzoites. The total numbers of PECs, lymphocytes, and CD4+ and CD8+ T cell populations 

were checked on days 4, 7 and 11 pi and compared to naive mice (Figure 1 A to E) in 

response to Mic1.3KO and to RH the strain. Total PEC numbers were compared to naive 

mice, and both groups displayed a slightly higher total PEC count after infection (Figure 1A). 

This difference was significant at day 11 for the Mic1.3KO-injected group. The Mic1.3KO-
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group had more PECs than the RH-group on days 4 and 7, but a significant difference 

between these two groups was only observed 7dpi when compared in 4 different experiments.  

We used flow cytometry-based differential analysis of PECs from naive and infected mice. 

Populations were established on the basis of SSC and FSC data, and of CD3, CD11b and 

CD11c staining. Three populations were determined as described [Gigley et al., 2009], and 

the lymphocyte gate was defined as FSClow SSClow. The absolute number of lymphocytes was 

evaluated by multiplying the total PEC number by the % of cells in the lymphocyte gate. The 

total lymphocyte count paralleled the kinetics of the total PEC count (data not shown). The 

CD4+ and CD8+ counts were monitored in the two groups and compared to the naive group 

(Figure 1B to 1E). The CD8+ count was significantly higher for the RH-group than for the 

naive group day 4 pi. For CD4 there was no difference. The Mic1.3KO group had 

significantly more CD4+ and CD8+ cells than the naive group on day 11 for CD4+ and on days 

4 and 11 for CD8+, respectively. A significant difference (p=0.017) between the two groups 

was observed for day 4 for the CD4+ cells. 

This high cell count is correlated with low parasitemia in the Mic1.3KO-infected mice. 

Parasitemia was monitored in the peritoneum by a direct count on days 4, 7, and 11 

(Figure 2). On day 4, few parasites were found in both groups (less than 2.104), and the 

difference between the 2 groups was not significant. However, on day 7 parasitemia was 

significantly higher in the RH-injected group (16.106) than in the Mic1.3KO group 

(0.002.106), and than on day 4 (0.02.106). This high parasitemia was correlated with a high 

cell mortality rate (between 25 to 90%) in PECs recovered from RH-group mice. In the 

Mic1.3KO group, parasitemia remained very low even 11 dpi, and the number of parasites 

never increased significantly between days 4 and 11. Taken together these data suggest that 

between day 4 and 11 the parasite was being controlled at the local level in the Mic1.3KO-
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group mice in contrast to the RH-group, where the parasite count increased exponentially 

until the animals died.  

 

A high systemic cellular response is induced after infection  

 

After infection, the number of spleen cells h ad increased in both infected groups 4 dpi 

(Figure 3A). In the Mic1.3KO-treated group, this increase compared to the naive group 

persisted until 11 dpi. At 7dpi there was a significant difference between the two infected 

groups. In the RH-infected group the cell number was significantly lower than at 4 dpi and 

also to that in the Mic1.3KO group observed in 4 different experiments. This suggests that 

after infection a strong immune response at the local level was induced on day 4 in both 

infected groups. This response was further enhanced in the Mic1.3KO group at the systemic 

level, since a high cell count was maintained until 11dpi.  

We had previously shown that the IFNγ level in the peritoneal cavity is significantly higher in 

the RH-group than in the Mic1.3KO group [Moiré et al, 2009]. Dissemination of the parasite 

during acute infection also induces high levels of systemic IFNγ. However, the role of IFNγ in 

generating protection is unclear, because overproduction can be lethal under certain 

conditions. We measured the level of systemic IFNγ on days 4, 7 and 11 (Figure 3B). In 

control, naive mice, IFNγ was not detected (data not shown). The serum level of IFNγ rose 

significantly following infection, and differed significantly in the two infected groups at 7 dpi. 

In the RH-infected group, the level increased significantly between days 4 and 7 and 

paralleled parasite multiplication. In the Mic1.3 KO group, the level also increased 

significantly between days 4 and 7, and subsequently remained at similar level until day 11. 

To further evaluate the role of systemic IFNγ, Ag-specific IFNγ production was measured in 

spleen cell supernatant following a 48h restimulation with soluble Toxoplasma antigens (ET) 
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(Figure 4A). The IFNγ level was below the detection threshold on day 4 in both groups (data 

not shown). At day 7, the level was very high and significantly different in the 2 groups. Cells 

from the RH-group produced higher levels of IFNγ than those from the Mic1.3KO group. In 

the RH-group, the IFNγ level without Ag restimulation was already very high and not 

significantly different from the level found without Ag 

The IL10 level was measured in the same supernatant, and found to be significantly different 

in the 2 groups (Figure 4B). Spleenocytes of animals in the RH-group produced less IL10 

than those from the Mic1.3KO group. However, for both groups the production was 

dependent on Ag restimulation. CD4+ T cells have been described as the major source of host-

protective IL10 following infection with type-II Toxoplasma strains (Jankovic et al., 2007). 

To further investigate the cellular source of IL10, spleen cells were cultured with the 

Toxoplasma Ag, and then with PMA and ionomycin in order to track the IL10-secreting cells 

by flow cytometry (Figure 5). There was no significant change in either group in the 

percentage of IL10-secreting cells. However, the main sources of IL10 in both groups were 

the CD4- cells, since the percentage of CD4+cells amongst IL10-producing cells in 2 different 

experiments was 28% and 30% for the RH and the Mic1.3KO groups, respectively (fig 5B).  

 

Infection with RH induced an activated phenotype at the systemic level 

 

Taken together, these observations suggest that despite a strong cellular response, parasitemia 

was not controlled in the RH-group in contrast to the Mic1.3KO-group, in which the cellular 

response and the parasitemia were controlled. To further explore the uncontrolled cellular 

response induced in the RH-group, we investigated the expression of phenotypic markers 

associated with activation and regulatory activity. Cells were further analyzed directly ex vivo 

from the spleen by flow cytometry (Table 1) on day 7. The CD69 marker was chosen, because 
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it is known to be an early activation marker antigen of lymphocytes, and its selective 

expression in inflammatory infiltrates suggests that it plays a role in the pathogenesis of 

inflammatory diseases [Sancho et al., 2005]. CD25+ is also a marker of activation that is 

induced on cells after antigenic stimulation, but it is also constitutively expressed by Treg 

cells. 

The percentage of CD69+ cells was significantly higher in the RH group (11.8%) than in the 

naive (3.7%) and Mic1.3KO groups (1.9%) at 7dpi. Moreover in the RH-group, only 36% of 

CD69+ cells were CD3+, in contrast to the Mic1.3KO group where CD69+ cells were 

predominantly CD3+ (75%) (data not shown). The kinetics of the expression of CD69 was 

monitored in both groups up to 11 dpi (for the Mic1.3KO-group alone), and this higher level 

was only seen at 7 dpi in the RH-group (data not shown). For the Mic1.3KO-group, this level 

had not increased at 11 dpi, suggesting that CD69 expression may be correlated with the 

excessive cellular response and mortality observed in the RH-group.  

The expression of CD25 was monitored in the CD4+ and CD8+ populations and compared to 

that in the naive group (Table 1). Both the CD4+ and CD8+ populations expressed CD25+, but 

at low level at day 7 pi. Moreover, the percentage of CD25+ cells was not significantly 

different in the naive and infected groups. However, the difference between the 2 infected 

groups was significant for the CD4+ population (p=0.0033) in three different experiments, 

which showed that the RH-group expressed more CD25+CD4+cells than the Mic1.3-KO-

group. To further characterize the population expressing CD25 within the CD4+ cells, the 

expression of Foxp3, which is a specific marker of Treg, was determined on day 7. The spleen 

cells were stained with the Foxp3 ab in both infected groups. Three populations 

(CD25+Foxp3+, CD25-Foxp3+, and CD25+Foxp3-) were observed within the CD4+ gated 

population in both groups. The total percentage and number of the Foxp3+ population did not 
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differ significantly in the 2 groups, however a higher percentage of CD25+Foxp3+ cells was 

found in the RH-infected group (p<0.001) in 4 different experiments (Figure 5).  

The IL2 level was quantified in spleen culture supernatants after activating with anti-CD3 

(Figure 6A). The level was significantly higher in the naive mice than in either of the infected 

groups, and was also higher in the Mic1.3KO-group than in the RH-group at 7dpi. In contrast, 

the level of IFNγ was higher in the same supernatant for the RH-group than for the KO-group 

(Figure 6B).  

Infection with Mic1.3KO induced local recruitment/expansion of CD4+CD25+Foxp3+ 

cells 

 

To further study Treg at the site of primary infection, the number of Treg was evaluated 

(Figure 7) in PECs at various different times after infection. For the RH-group, this analysis 

could only be done at 4 dpi, because at 7 dpi there was a high level of cell mortality, and the 

permeabilization step further increased this mortality to 100% (data not shown).  

At 4 dpi, the number and percentage of Foxp3+ cells was slightly and non-significantly higher 

for the RH group than for the naive mice (Figure 7A). Nor was there any significant 

difference in the number or percentage of Foxp3+ cells in the 2 infected groups at this time. 

For the Mic1.3KO group, the total Foxp3+ count at day 4 was significantly greater (25.9.104 

versus 1.8.104 for the naive group), and was less markedly and non-significantly increased on 

days 7 and 11 than in the naive group (Figure 7B). For the Mic1.3KO group, the number and 

percentage of CD4+Foxp3-CD25+ effector cells were also increased exponentially between 

day 0 and 11 (Figure 7C). Both counts and percentages were significantly different from day 

0 at 7 and 11 dpi.  

 

Discussion 
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Attenuated strains have been shown to be valuable candidates for toxoplasmosis 

vaccines. They are also useful in understanding the host immune response and protective 

immunity to T. gondii. Most of the data concerning the protective cellular response induced 

by type-I parasites has been obtained using the replication-deficient cps1 strain. This strain is 

completely avirulent and described as being non-persistent [Fox et Bzik, 2002 ]. Type-I 

strains are uniformly lethal except after attenuation, which leads to lower replication and 

dissemination in the host and the development of long-term immunity. In the present study we 

compared the local and systemic cellular responses after infection with the attenuated Mic1-

3KO parasite and the parent RH type-I strain from which it is derived. Mic1.3KO induced 

protection against both type-I and type-II challenges [Penarete et al., 2010; Mévélec et al., 

2010]. This protection is long-lasting (personal data), and the parasite has been shown to 

persist as cysts in the mouse brain [Moiré et al., 2009]. The control of acute infection and 

long-lasting immunity both depend on the TH1 cellular response and the production of IFNγ. 

Both CD4+ and CD8+ have been described as playing a critical role in protective immunity to 

T. gondii [Gazzinelli, 1991]. CD8+ cells are the primary effector cells providing protection 

after challenge with a type-II strain [Tait et al., 2010] or vaccination with an attenuated type-I 

strain [Gazzinelli et al., 1991; Gigley et al., 2009a; Jordan et al., 2009]. CD4+ cells also play a 

role in the effector response by secreting IFNγ, and are also the primary regulator cells 

implicated in the control of immunopathology induced in C57BL/6 mice after oral infection 

[Liesenfeld et al., 1996; Jankovic et al., 2007] 

In this study, we show that the protective immunity elicited by the attenuated strain 

Mic1.3KO is primarily local, with considerable expansion/recruitment of PECs and 

lymphocytes until day 11 of infection. Both CD4+ and CD8+ lymphocytes were shown to 

expand to a significantly greater extent at the local level in the Mic1.3KO group from day 4 to 
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11 than in the naive group. In the CD8+ population, the expansion began on day 4 and was 

still very high at day 11. For the CD4+population, the expansion was significant at day 11. 

This was correlated with parasite control, since the number of parasites in the peritoneum 

never increased between days 4 to 11, whereas in the RH-group the number of parasites 

increased exponentially between days 4 and 7. For the RH-group, the analysis of PECs after 

day 4 was not reliable due to the high cell mortality induced by high parasite replication. 

These results are consistent with data obtained by others [Gigley et al., 2009a] using the non-

replicating strain cps1-1 since in their experiment CD8+ cells were the first to be recruited in 

the peritoneum, from day 2, followed by the CD4+ cells from day 6 after infection. In their 

experiment, the recruitment of both populations of T cells paralleled the local production of 

IFNγ.  In our study, the levels of IFNγ in the peritoneum on days 4 and 7 were lower in the 

Mic1.3KO group than in the RH-group. Systemic IFNγ production (spleen and serum) was 

also lower in the Mic1.3KO group than in the RH- group, whereas the IL10 level was higher 

in the Mic1.3KO group in the spleen. The pathology and lethality induced by infection with 

the type-I strain were associated with the overinduction of TH1 cytokines, and especially with 

IFNγ production [Gravilescu et al., 2001; Mordue et al., 2001 ; Nguyen et al., 2003] 

suggesting that the control of parasitemia and the survival of Mic1.3KO-infected mice may be 

related to control of IFNγ level. Moreover, the production of IFNγ in the spleen cells of the 

RH group was not antigen dependent, and the cells did not require any further activation in 

vitro to produce IFNγ, in contrast to splenocytes from the Mic1.3KO group which did require 

in-vitro activation with the specific Ag to produce IFNγ. The data suggest that splenocytes 

from the RH-group are in an activated state and the expression of CD69 by these cells further 

supports this hypothesis. This expression was not observed until day 7, one to three days 

before the mice died. CD69 expression was not observed in the Mic1.3KO group even at day 

11. Expression of CD69+ T cells is known to be localized at sites of chronic inflammation and 
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at sites of active immune response in vivo [Sancho et al., 2005]. The role of CD69 has not yet 

been elucidated, and previous data have suggested that CD69 is an activating molecule, 

although recent studies have also reported regulatory functions. CD69 regulates immune and 

inflammatory responses by acting as a brake on the differentiation of TH17 effector cells 

[Martin et al., 2010].  

The role of Treg cells, essentially a CD4+Foxp3+ subset, in the control of the cellular 

immune response after Mic1.3KO vaccination was further explored in an attempt to 

understand the mechanism of control of this response. We observed an expansion of 

CD4+Foxp3+ Treg cells at the local site on day 4 after infection in the Mic1.3KO group. This 

expansion was transient, since on days 7 and 11 the number of CD4+Foxp3+ Treg cells was 

not significantly different from that in the control naive group. This expansion of 

CD4+Foxp3+ Treg cells was followed by expansion of the CD4+CD25+ T effector cells from 

day 7 to day 11. This expansion was correlated with parasite control for the Mic1.3KO-group, 

since after day 4 the number of parasites did not increase in contrast to the RH-group, in 

which the number of parasite continued to increase exponentially at this local level until the 

animals died between days 8 and 10.  

This increase in Treg is limited to local sites, since both the number and percentage of 

CD4+Foxp3+T cells remained unchanged in spleens until day 7 of infection in both groups. 

However, in the RH-group, the percentage of CD4+CD25+Foxp3+ was slightly higher than in 

the Mic1.3KO-group on day 7. However, the number of these cells was the same in both 

groups, suggesting that the total population of Treg Foxp3+ does not differ quantitatively in 

the 2 groups, but may be qualitatively different.  

The Foxp3+ Treg count collapsed at the local and systemic sites was associated with 

mortality in C57BL/6-susceptible mice after oral lethal infection [Oldenhove et al., 2009]. 

This collapse occurred very shortly before the animals died. The collapse of Treg in this 
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model was due to the withdrawal of IL2. In our experiment, we did not detect a collapse of 

Treg in the RH-group at either the local or systemic level, but a fall in the IL2 level was also 

observed in the RH-group after anti-CD3 activation in vitro. The low level of IL2 in the RH-

group may result from greater consumption of IL2 rather than from lower IL2 release, since 

cells are not impaired in IFNγ production and may therefore be correlated to the expansion of 

Foxp3+CD25+ cells. IL2-dependent mechanism is involved in the transient 

immunosuppression observed during acute toxoplasmosis [Tenorio]. Reduced IL2 levels are 

observed in spleen cell supernatants and these reduced IL2 levels favours the competition for 

this cytokine between Treg and Teff.  

However, the low expansion of Treg at the local site of infection may explain the 

difference between the Mic1.3KO and RH groups. In resistant mouse strains, Treg cells are 

thought to reduce immunopathology since depletion of these cells induces morbidity due to 

increased production of pro-inflammatory cytokines and higher parasitemia after oral 

infection of Balb/c resistant mice [Morampudi et al., 2011]. In this study, mice of both the 

resistant Balb/c and susceptible C57BL/6 strains had a higher CD4+Foxp3+ count at the local 

level 6 days post-infection than naive mice, and the absolute count for the resistant strain was 

higher than that in the susceptible strain. This suggests that difference in Treg counts may 

account for the differences in mortality. This may also have been true in our experiment, since 

the Treg count was lower for the RH-group than for the Mic1.3KO-group, and the Teff/Treg 

ratio was significantly higher on day 4 for the RH-group than for the Mic1.3KO group; a 

difference that has also been reported by Morampudi et al. [2011] between susceptible and 

resistant mice.  

The higher parasite burden observed at the local site in the RH-group is surprising, and 

may not result from reduced production of IFNγ, as has been reported for a non-lethal model 

[Couper et al., 2009]. A higher parasite burden was also observed at the local site of Treg-
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depleted Balb/c mice after oral infection [Morampudi et al., 2011]. The authors argue that this 

high parasite burden may be an indirect effect of the high level of pro-inflammatory 

cytokines. Tissue destruction by uncontrolled levels of IFNγ has been shown to increase 

susceptibility to T. gondii infection [Liesenfeld et al., 1996], and in C57BL/6 mice severe 

necrosis of the intestine is observed after oral infection. Alternatively, very high production of 

non antigen-specific IFNγ may lead to the exhaustion of the response as a result of negative 

feed-back or by saturation of the IFN receptor leading to impairment of the IFNγ-induced 

response. This could be related to a failure to induce in vitro Ag-specific IFNγ production 

after stimulation with the Ag extract in spleen cells from RH-group. 

Treg expansion/recruitment and accumulation at local sites of infection has been 

extensively described in various different parasite infections, especially in chronic infections 

[Finney et al., 2007, Grainger et al., 2010, McSorley et al., 2008]. Increased numbers of Treg 

cells at local sites may result from recruitment and accumulation in situ, or from expansion of 

naturally-occurring Tregs or their generation from peripheral CD4+CD25
-
 T cells. Both 

possibilities have been detected, and Suffia et al. [2005] showed that most of the Treg cells 

that are recruited at the infection site in fact come from the compartment of natural Tregs 

present in naive animals. Moreover, results from studies performed in the context of malarial 

infection showed that both natural Treg expansion and de-novo generation from peripheral 

CD4+T cells account for the increase in the numbers of Treg cells present during infection 

[Scholzen et al., 2010]. We were unable to find out whether the cells resulted from expansion 

or recruitment, but the high number present at the local site and the lack of change in the 

spleen, seems to justify the hypothesis that the high number of Treg cells may result from 

expansion/recruitment rather than from recruitment alone. 

One of the mechanisms of the Treg cells regulatory function is IL10-dependent. We observed 

a higher level of IL10 in the spleen cell supernatant of the Mic1.3KO-group. Most of the 
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IL10-secreting cells in the spleen (75%) were CD4-, and we were unable to detect IL10 in the 

CD4+Foxp3+ T cell subset. This result is consistent with previous data reported by Jankovic et 

al. [2007], who showed that the main producer of IL10 during T. gondii infection within CD4 

was the Foxp3- IFNγ+ cell population.  

In conclusion, this study is the first to provide evidence that Treg cells may contribute 

to protecting outbred mice after infection with an attenuated, replicating, type-I strain of T. 

gondii. Although a complex mechanism may underlie the protection induced by an attenuated 

type-I strain, we showed that a change either in Treg expansion or in the absolute number of 

Treg cells at the local site of infection or in both may be crucial in determining whether 

animals are protected or succumb.  
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Legends to Figures 

Figure 1: Infection with Mic1.3KO induces a strong local cellular response. Peritoneal 

exudate cells (PECs) were recovered at the times indicated post-infection and either counted 

directly (A) or stained (B to E) with anti-CD4 (B and C) or with anti-CD8 (D and E) mAbs. 

Populations were based on SSC and FSC data, and on CD3, CD11b and CD11c staining. 

Three populations were determined and the lymphocyte gate was defined as FSClow SSClow 

CD3+. (A) Cumulative data from 2 different experiments with 5 or 6 animals per group per 

time point are represented * p<0.05. (B to E) Results are representative of two independent 

experiments with 5 mice per group per time point injected with 100 tachyzoites of RH (B and 

D) or Mic1.3KO (C and E). * p<0.05. 

 

Figure 2: Parasitemia is controlled at the local level after injection with Mic1-3KO. Parasites 

were counted directly after peritoneal lavage at the times indicated post-infection with 100 

RH or Mic1-3KO tachyzoites. Results are expressed as the median plus a range. Cumulative 

data from 4 different experiments are shown (4 to 6 mice per group per time point per 

experiment). 

 

Figure 3: Infection with RH induces a strong systemic response. Splenocytes were recovered 

at the times indicated post-infection and counted (A). Results are representative of three 

independent experiments with 5 or 6 mice per group and per time point injected with 100 RH 

or Mic1.3KO tachyzoites. (B) Sera were recovered at the times indicated post-infection, and 

the IFNγ levels were quantified. Results are representative of three independent experiments 
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with 5 or 6 mice per group per time point injected with 100 tachyzoites of RH (empty circles) 

or Mic1.3KO (plain circles). * p<0.05, ** p<0.01. Wilcoxon-Mann Whitney exact test with 

strata. 

 

Figure 4: Infection with RH induces a strong systemic, non-specific IFNγ production. 

Splenocytes were recovered 7 days post-infection with RH or Mic1-3KO tachyzoites, and 

stimulated for 72h with parasite extract. Culture supernatants were collected after a 48-h 

stimulation period. IFNγ (A) and IL10 (B) level was determined. Results are representative of 

four independent experiments with 4 to 6 mice per group.* p<0.05 Wilcoxon-Mann Whitney 

exact test with strata. (C) Percentages of IL10-producing cells and nature of the cells 

producing IL10 (D). Splenocytes obtained 7 dpi were cultured for 18h with ET, and for a 

further 4h period with PMA, ionomycin and brefeldin A. Cells were stained with anti-CD4 

and IL10 mAbs, and analyzed by FACS. The lymphocyte gate was defined using FSC and 

SSC characteristics. At least 30,000 events were acquired in the lymphocyte gate. Results are 

representative of three independent experiments with 4 to 6 mice per group. Results are 

expressed as the median plus a range. (D) IL10-secreting cells in the CD4+ population. 

Individual data of one mouse per group representative of two independent experiments with 5 

animals per group. 

 

Figure 5: CD4+Foxp3+ cells are qualitatively different after infection with RH or Mic1.3KO. 

Splenocytes obtained 7 dpi were stained with anti-CD4 anti-CD25 and anti-Foxp3 mAbs and 

analyzed by FACS. The lymphocyte gate was defined using the FSC and SSC characteristics. 

The CD4+ subregion was subgated, and 10,000 events were acquired for this population. The 

percentage of the total Foxp3+ or CD25+Foxp3+population within the CD4+ cells. Results are 
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representative of four independent experiments with 4 to 6 mice per group. * p<0.05 

Wilcoxon-Mann Whitney exact test with strata. 

 

Figure 6: Splenocytes of mice infected with RH have a low level of IL2 but not of IFNγ. 

Splenocytes were recovered 7 dpi with RH or Mic1-3KO tachyzoites, and cultured with 

medium (empty circles) or anti-CD3 antibody (plain circles), and supernatants recovered 24 h 

and 48h after activation. IL2 (A) and IFNγ (B) were quantified by ELISA. 

 

Figure 7: CD4+Foxp3+ Treg cells are recruited/expanded before CD4+CD25+Foxp3
-
 Teff 

cells at the local site after infection with Mic1.3KO. PECs recovered at the times indicated 

post-infection were stained with anti-CD4 anti-CD25 and anti-Foxp3 mAbs, and analyzed by 

FACS. The lymphocyte gate was defined using the FSC and SSC characteristics. The CD4+ 

subregion was subgated and 10,000 events were acquired for this population. (A) shows the 

percentage of total Foxp3+ population within the CD4+ cells recovered 4dpi. * p<0.05 using 

Kruskal-Wallis test. For the calculation of the count (B and C), the absolute number of 

lymphocytes was evaluated by multiplying the total PEC count by the percentage of the 

lymphocyte gate compared to the whole population. Treg cells were defined as Foxp3+CD25+ 

and Fopx3+CD25- (B), and Teff cells as Foxp3-CD25+ (C) within the CD4+ population. 

Results are representative of two independent experiments with 5 mice per group and per time 

point injected. * p<0.05, ***p<0.001 Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test.  
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Table 1. Splenocytes from the RH-group mice presented an activation phenotype after 

infection 

 

Splenocytes obtained at 7 dpi were stained with different mAbs as indicated and analyzed by 

FACS. Results are representative of three independent experiments with 4 to 6 mice per 

group. *p<0.05 between the two infected groups. Kruskal-Wallis  

 

 Percentage of positive cells  

Groups CD69+  CD25+  CD4+CD25+  CD8+CD25+  

 Naive 3.7±2.7 3.8±0.6 2.8±0.6 0.9±0.6 

RH 11.8±5* 6.5±0.8* 3.4±1.1* 1.5±0.6 

Mic1.3KO 1.9±1.2 2.0±.7 1.2±0.7  0.8±0.6  
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Figure 3 
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Figure 4  
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Figure 5 
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Conclusions et perspectives 
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La toxoplasmose est une infection parasitaire chronique caractérisée par la persistance 

du parasite sous forme de kystes intracellulaires dans les tissus immunoprivilégiés de l’hôte 

infecté. Les cellules Treg, récemment démontré comme étant impliquées dans la persistance 

de certains protozoaires comme ceux responsables de la leishmaniose (Belkaid et al. 2002, 

Mendez et al. 2004), ou du paludisme (Hisaeda et al. 2004, Scholzen et al. 2010) apparaissent 

donc logiquement comme potentiellement responsables de la mise en place de la chronicité de 

l’infection toxoplasmique. 

L’objectif principal de notre étude a donc été d’étudier le rôle de ces cellules Treg 

dans un modèle de toxoplasmose murine.Pour cela, nous avons utilisé deux types de souches 

sauvages (Type I et Type II) et une souche attenuée de type I (Mic1.3KO) de T. gondii. RH, 

souche de type I, est mortelle chez la souris ; un seul parasite vivant peut entrainer la mort des 

souris infectées en moins de 10 jours (Hitziger et al. 2005). Mic1.3KO est une souche 

vaccinale issue de la souche sauvage RH qui protège les souris contre une infection d’épreuve 

avec des souches virulentes de T. gondii (Cérède et al. 2005, Moiré et al. 2009). La souche 

76K est une souche sauvage de type II qui n’induit pas de mortalité en phase aiguë en modèle 

murin. Elle est à l’origine de la plupart des infections chez l’homme même si des souches de 

type I sont également retrouvées dans certains cas d’infections humaines (Howe et al. 1997). 

 

Utilisation du modèle murin non consanguin et choix du parasite  

 

L’étude présente a été réalisée chez les souris OF1, souris «outbred», ayant une grande 

variabilité individuelle. Ces souris sont plus représentatives de la variabilité observée chez les 

espèces cibles de la toxoplasmose et les résultats obtenus avec cette souche peuvent ainsi être 

rapidement extrapolés aux animaux de rente et éventuellement à l’homme (Rai et al. 2009). 

En outre, cette souche non consanguine a été utilisée dans d'autres modèles d’infection 

(Héchard et al. 2004, Pujos et al. 2006). Plusieurs études sur les différents aspects 

(immunopathologie, réponse immune, vaccination, re-infection) de la toxoplasmose ont aussi 

été réalisées avec cette même souche de souris (Dao et al. 2001, Ismael et al. 2006, Moiré et 

al. 2009, Zenner et al. 1999). De plus, les souris OF1 sont naturellement résistantes à la 

toxoplasmose de type II (souche 76K) et sensibles à la toxoplasmose de type I (souche RH). 

L'étude des réponses immunitaires et protectrices induites lors d’une toxoplasmose, d’une part 

dans un modèle mimant l’infection naturelle et d’autre dans un modèle vaccinal, permettrait 
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une compréhension plus globale des réponses protectrices et non protectrices et s’inscrit dans 

une démarche de stratégie vaccinale. 

 

La voie orale, voie naturelle d’infection, a été utilisée pour infecter les souris avec la 

souche 76K de type II. La voie intrapéritonéale a été utilisée pour la souche vaccinale 

Mic1.3KO et les tachyzoïtes de type RH. Cette voie d'infection est la seule utilisable puisque 

les tachyzoïtes sont sensibles à la dégradation par les enzymes digestives.  

 

Cellules Treg et déplétion 

 

Plusieurs études portant sur le rôle de cellules Treg dans l’infection à T. gondii en 

modèle murin ont été menées en parallèle pendant le déroulement de cette thèse par différents 

laboratoires en utilisant des souris consanguines. Une étude a regardé plus précisément la 

cinétique des cellules Treg chez les souris C57BL/6, souris sensibles à la phase aiguë de la 

toxoplasmose. Il a été observé une diminution significative des cellules Treg chez la souris 

avant qu’elle ne succombe à l’infection (Oldenhove et al. 2009). Les autres études ont utilisé 

la technique de déplétion des cellules Treg avec l’anticorps anti-CD25 que ce soit chez les 

souris sensibles C57BL/6 (Couper et al. 2009, Morampudi et al. 2011, Tenorio et al. 2011) ou 

les souris résistantes Balb/c (Tenorio et al. 2010 et 2011, Morampudi et al. 2011) afin 

d’étudier leur rôle dans le développement de la maladie. Toutes ces études ont été faites avec 

une souche de type II de T. gondii soit ME49 (Couper et al. 2009, Oldenhove et al. 2009, 

Tenorio et al. 2010 et 2011) soit 76K (Morampudi et al. 2011). En ce qui nous concerne, nous 

avons donc étudié les deux souches de type I et II, ce qui nous a permis de comparer les 

résultats obtenus en terme de protection et de réponses immunitaires. 

 

Dans cette étude, nous avons utilisé l’anticorps anti-CD25 pour dépléter les cellules 

Treg, technique déjà utilisée dans plusieurs autres modèles d’infections (Hisaeda et al. 2004, 

Couper et al. 2007, Kotner et Tarleton 2007).  

 

Les résultats obtenus montrent que l’injection de l’anticorps anti-CD25 purifié n’induit 

pas de mortalité significativement plus importante (27%) chez les souris OF1 infectées avec la 

souche 76K par rapport aux souris ayant reçu l’isotype contrôle purifié. Ces données sont en 

cohérence avec celles obtenues par Morampudi et al. (2011) mais en contradiction avec les 
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résultats de Tenorio et al. (2010) obtenus chez les souris résistantes Balb/c. Morampudi et al. 

(2011) n’ont pas observé de mortalité après déplétion avec l’anti-CD25 tandis que Tenorio et 

al. (2010) ont observé 50% de mortalité après déplétion.  

Il est à noter que nos premières expériences de déplétion effectuées avec l’anticorps 

anti-CD25 ont été réalisées avec un anticorps non purifié précipité au sulfate d’ammonium 

identiquement aux expériences menées par l’équipe de Tenorio (Tenorio et al, 2010). Nous 

avons alors observé une mortalité significativement supérieure à celle observée avec les 

anticorps purifiés (40% versus 27%). Les examens post mortem des souris après injection des 

anticorps non purifiés ont montré que celles-ci souffraient d’iléite. L’iléite est une 

inflammation intestinale classiquement observée chez les souris naturellement sensibles 

(C57L/6) infectées avec une dose létale de toxoplasme de type II (Mennechet et al. 2002). Les 

mécanismes impliqués dans l’inflammation intestinale observée chez les souris OF1 injectées 

avec les anticorps non purifiés restent pour l’instant inconnus. Un ou plusieurs des facteurs 

décrits ci-dessous pourraient jouer un rôle dans le développement de l’iléite observée. 

 

Ainsi, il a été observé que l’albumine pouvait provoquer des réactions allergiques chez 

certaines femmes après un protocole d’insémination utilisant du milieu de culture contenant 

de l’albumine (Orta et al. 2003, Sonenthal et al. 1991, Wuthrich et al. 1995, Smith et al. 

1992). Or, le milieu de culture utilisé pour cultiver les hybridomes contient 5% de SVF qui est 

une source d’albumine. Les surnageants d’hybridomes utilisés contiennent de l’albumine que 

l’on a pu visualiser sur gel de polyacrylamide. De plus, nous avons trouvé des IgG anti-BSA 

chez les souris infectées et injectées avec les anticorps précipités. Cependant, la BSA purifiée 

n’induit pas d’iléite chez les souris infectées pendant la phase aiguë de la toxoplasmose. Des 

IgE sont généralement sécrétées lors d’une réponse immunitaire contre un allergène. On 

pourrait ainsi rechercher la présence d’IgE anti-BSA dans les sérums des souris injectées avec 

les anticorps précipités pour vérifier si la BSA est le candidat allergique impliqué dans l’iléite 

observée après injections des anticorps précipités.  

L’importance des dérivés bactériens dans l’induction de l’iléite après infection avec le 

toxoplasme a été décrite (Heimesaat et al. 2006, 2007 & 2007a). L’administration orale de 

lipide-1 d’E.coli par exemple aggrave l’iléite chez la souris infectées avec T. gondii 

(Heimesaat et al. 2006, 2007 & 2007a). Il serait important de vérifier l’absence d’endotoxine 

dans les surnageants des hybridomes pour essayer de déterminer la cause de l'iléite observée 

chez ces souris. 
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Treg et infection toxoplasmique 

 

Une réponse immunitaire très forte associée à une parasitémie et à une mortalité des 

cellules intrapéritonéales observées dans nos expériences pourraient être impliquées dans la 

mortalité des souris infectées avec la souche RH. En effet, nous avons observé une grande 

quantité d’IFNγ systémique (rate et séra). Une forte inflammation, une péritonite, une hépatite 

(Mordue et al. 2001) et l’apoptose des splénocytes (Gavrilescu et al. 2001) ont été observés 

chez les souris infectées avec la souche RH. Une forte production de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires comme l’IFNγ, le TNFα, le MCP-1 (Moiré et al. 2009, 

Mordue et al. 2001, Nguyen et al. 2003) sont observées avant la mortalité des souris infectées 

avec la souche RH. Une forte quantité d’IFNγ dans le péritoine pourrait aussi être à l’origine 

de la mortalité observée car de très hauts niveaux de cytokines inflammatoires comme l’IFNγ 

sont associés à la lyse des cellules et la destruction des tissus pendant l’infection aiguë 

(Gavrilescu et al, 2001). Les souris sensibles (C57BL/6) meurent pendant la phase aiguë de la 

toxoplasmose par sur production d’IFNγ local et destruction des tissus (Ronet et al. 2005).  

La charge parasitaire locale augmente exponentiellement entre le jour 4 et le jour 7 

après infection dans la cavité péritonéale des souris OF1 infectées avec la souche RH au 

contraire des souris vaccinées avec Mic1.3KO pour lesquelles la charge parasitaire 

n’augmente plus après 4 jours post-infection. Ces parasitémies sont liés à l’induction de 

réponses immunitaires différentes entre les souris infectées avec les souches RH et 

Mic1.3KO. La différence dans le pouvoir d’adhésion aux cellules hôtes entre les parasites des 

souches RH et Mic1.3KO (Cérède et al. 2002, Cérède et al. 2005) pourrait expliquer la 

différence dans la charge parasitaire locale. Les parasites RH ont une croissance et une 

dissémination beaucoup plus rapide que les parasites Mic1.3KO qui se «comportent» comme 

des parasites de type II (Moiré et al. 2009). Ceci pourrait expliquer l’expansion exponentielle 

au niveau local des parasites RH observé entre le 4ème jour et le 7ème post infection. 

En parallèle, nous n’avons pas trouvé de différence significative dans la charge 

parasitaire cérébrale observée dans les groupes déplétés et non-déplétés avec les anticorps 

purifiés (soit l’anti-CD25 soit l’isotype contrôle, respectivement); les résultats sont en 

contradiction avec ceux obtenus par Couper et al. (2009) et par Morampudi et al. (2011). 

Cependant, une augmentation significative de la charge parasitaire cérébrale des souris 

déplétées avec l’anti-CD25 non purifié a été observée. Les résultats obtenus avec les anticorps 

non purifiés sont en cohérence avec ceux obtenus par Couper et al. (2009) et Morampudi et 
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al. (2011). Cette divergence peut être à due aux effets combinés spécifiques et non spécifiques 

de l’injection de l’anticorps anti-CD25. En effet, nous observons que la charge parasitaire 

intestinale des souris est augmentée dans le lot traité avec l’anti-CD25 non purifié vis-à-vis du 

lot traité par le contrôle isotypique. En présence de parasites, l’injection de ces anticorps non 

purifiés induit une inflammation intestinale qui pourrait limiter la multiplication des parasites. 

L’effet additionnel spécifique de l’anti-CD25 à savoir la déplétion des cellules CD25+ 

pourrait être à l’origine de cette augmentation de la parasitémie. En effet, Couper et al. (2009) 

ont aussi observé une augmentation de la charge parasitaire dans l’iléum des souris déplétées 

et ont trouvé un lien directe entre la charge parasitaire intestinale et la pathologie intestinale et 

ont associé ces effets à la déplétion préférentielle des cellules Teff chez les souris sensibles 

(C57BL/6). De même, il a été observé que la déplétion augmentait la charge parasitaire ainsi 

que la pathologie au niveau intestinal chez les souris résistante (Balb/c) à cause de la 

déplétion préférentielle des cellules Treg chez les souris résistantes (Morampudi et al. 2011).  

 

 

Protection 

La protection observée chez les souris OF1 vaccinées avec la souche atténuée 

Mic1.3KO est d’abord locale (intrapéritonéale) avec une forte expansion et/ou recrutement 

des cellules au niveau du péritoine jusqu’au 11ème jour post-infection. Les cellules CD8+ sont 

les effecteurs principaux essentiels à l’établissement de la résistance et à la mise en place 

d’une immunité à long terme contre la toxoplasmose (Gigley et al. 2009, Casciotti et al. 2002, 

Suzuki et Remington 1988). Le rôle des CD4+ est très important dans la mise en place de la 

réponse effectrice CD8+ et aussi dans le maintien de cette réponse. La production d’IL2 par 

les CD4 a été montrée comme l’un des facteurs essentiels pour l’induction de la réponse CD8 

effectrice (Gigley et al. 2009, Casciotti et al. 2002, Suzuki et Remington 1988). 

Il a été également démontré que les cellules CD4+ sont impliquées dans la protection 

des souris contre une infection toxoplasmique avec une souche de type II (Tait 2010) ou avec 

une souche vaccinale (Gazzinelli et al. 1991, Gigley et al. 2009, Jordan et al. 2009, Kasper et 

Khan 1998). Les cellules CD4+ jouent un rôle important dans la protection en produisant 

l’IFN γ ainsi que dans la régulation en diminuant l’immunopathologie après l’infection orale 

des souris sensible (C57BL/6) (Gazzinelli et al. 1996, Jankovic et al. 2007). 

Nous avons observé une augmentation significative des cellules CD4+ et CD8+ au site 

d’infection (péritoine) chez les souris vaccinées avec Mic1.3KO. Les cellules CD8+ 
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augmentent à j4 et ce jusqu’au 11ème jour post-vaccination. L’expansion des cellules CD4+ est 

significative à j11 post-infection chez les souris vaccinées avec la souche atténuée Mic1.3KO. 

Des résultats similaires ont été obtenus par Gigley et al. (2009) qui montrent un recrutement 

local de cellules CD8+ et CD4+ à j2 et à j6 post-infection, respectivement chez des souris 

infectées avec la souche attenuée cps1-1. 

L’expression du marqueur CD69 par les splénocytes des souris infectées avec la 

souche RH 1 à 3 jours avant le décès de l’animal montre que ces cellules sont dans un état 

d’activation. On ne note pas d’expression du CD69 chez les souris vaccinées avec la souche 

Mic1.3KO jusqu’à 11jours après infection. Le rôle du CD69 reste à déterminer. Les données 

de la littérature semblent contradictoires ; certains auteurs semblent montrer que le CD69 est 

une molécule d’activation mais d'autres la décrivent comme une molécule régulatrice. Ainsi, 

les cellules CD4+Foxp3- exprimant CD69 et le TGFβ membranaire ont un rôle régulateur 

(Han et al. 2008). De plus, CD69 régule les réponses immunes et inflammatoires en stoppant 

la différenciation des cellules T effecteurs Th17 (Martin et al. 2010). 

 

Les neutrophiles et les monocytes participent aussi à la mise en place de la réponse 

protectrice. Les monocytes GR1+CD68+ et les neutrophiles GR1+CD68- sont recrutés au 

niveau de la cavité péritonéale après infection intrapéritonéale des souris avec la souche 

attenuée csp1-1 (Gigley et al. 2009). Il serait ainsi intéressant d’analyser les monocytes 

GR1+CD68+ et les neutrophiles GR1+CD68- dans la cavité péritonéale des souris vaccinées 

avec la souche Mic1.3KO pour comparer avec les résultats obtenus par Gigley et al. (2009). 

 

Le pourcentage important de mortalité cellulaire nous à empêcher d’analyser le 

phénotype des cellules intrapéritonéales après 4 jours post-infection dans les souris infectées 

avec la souche RH. Une apoptose des cellules immunitaires (CD4+, CD8+, cellules NK1,1+ et 

cellules B220+) a déjà été observée chez les souris infectées avec RH (Gavrilescu et Denkers 

2001). Ces résultats montrent les effets délétères de la souche de type I, tandis que l’on 

observe une augmentation du nombre de cellules immunitaires (rates et ganglions 

mésentériques) chez les souris infectées avec 76K à jour 6 post-infection, ce qui montre les 

effets d’une réponse immune protectrice d’une souche non viurlente de type II. 

Il serait intéressant de faire l’analyse des cellules intrapéritonéales (recrutement et/ou 

expansion) après une infection des souris avec des tachyzoïtes d'une souche de type II. Ceci 
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nous permettrait de comparer cette réponse immune protectrice avec celle induite par la 

souche attenuée Mic1.3KO. 

 

Rôle des cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ dans la protection 

Nous avons observé une augmentation significative du nombre des cellules Treg 

CD4+Foxp3+CD25+ chez les souris OF1 infectées avec les souches 76K et Mic1.3KO.  

Des résultats similaires ont été obervés par Morampudi et al. (2011) chez les souris 

résistantes (Balb/c) pendant la phase aiguë de la toxoplasmose avec la souche 76K. 

Nous avons aussi observé une diminution sensible du pourcentage des cellules Treg 

CD4+CD25+Foxp3+ dans les rates et les ganglions mésentériques des souris C57BL/6 à j7 

post-infection (données non-publiées) comme cela a été observé par d’autres équipes 

(Oldenhove et al. 2009). 

 

Ces données (augmentation du nombre des cellules Treg en corrélation avec la survie 

des souris; chute des cellules Treg avant la mort des souris) montrent qu’il existe un lien entre 

les cellules Treg et le mécanisme de résistance des souris à la phase aiguë de la toxoplasmose.  

Il reste à déterminer si l’augmentation du nombre et du pourcentage de Treg observée 

provient de l’expansion ou d’un recrutement local de ces cellules. L’expansion ou le 

recrutement et l’accumulation de cellules Treg aux sites locaux d’infection ont été décrits 

dans plusieurs modèles de pathogènes particulièrement chez les parasites persistants (Belkaid 

et al. 2006, Grainger et al. 2010, Scholzen et al. 2010). Les mécanismes exacts impliqués 

dans l’expansion ou le recrutement cellulaire dans notre modèle d’infection reste à 

déterminer. La migration des cellules Treg aux sites d’inflammation est dépendente de 

récepteurs de homing des cellules Treg à savoir, le. CD103 (Huehn et Hamann 2005), les 

récepteurs aux chimiokines CCR2, CCR4, CCR5, P-selectin et E-selectin (Belkaid et Tarbell 

2009). A ce jour, on ne sait pas s’il existe une différence dans le mécanisme de migration des 

cellules Treg chez les souris infectées avec les différentes souches de T. gondii. L'analyse des 

différents récepteurs de homing et l’utilisation des cellules Treg de souris transgéniques 

exprimant la GFP sous promoteur de foxp3 dans des souris consanguines, pourraient nous 

aider à répondre à ces questions. 

Les cellules Treg peuvent s’accumuler aux sites d’inflammation ou d’infection (Wei et 

al. 2006). La cinétique, le phénotypage et l’activité in vitro des cellules Treg de la lamina 

propria et des plaques de Peyer pendant la phase aiguë de la toxoplasmose de type II après 
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infection par voie orale, donneraient plus de détails sur le rôle de cellules Treg dans la 

toxoplasmose aiguë. Les études effectuées par les autres équipes, montrent qu’il y a une 

augmentation des Treg au niveau local (LP) (Tenorio et al. 2011 et Morampudi et al. 2011) ce 

qui nous reste également à déterminer dans notre modèle d’infection avec la souche de type II 

chez les souris swiss OF1. 

 

Dans une étude récente, il a été montré que l’activité suppressive des cellules Treg 

augmente quand ces cellules migrent d’abord aux sites d’inflammation et ensuite migrent aux 

ganglions lymphatiques drainants et dans les tissus (Zhang et al. 2009). Le site exact 

d’éducation et d’activité des cellules Treg n’est pas connu dans la toxoplasmose pendant une 

réponse immune optimale comme décrite récemment dans un modèle de greffe (Zhang et al. 

2009). 

 

Une perspective de ce travail est de voir quel rôle les cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ 

joue chez les souris vaccinées dans le cas d’une épreuve avec T. gondii de type I et de type II. 

De plus, il serait intéressant d'étudier le rôle des cellules Treg dans ces souris vaccinées 

pendant une réactivation suite une immunosuppression par exemple avec la dexaméthasone. Il 

serait intéressant du point de vue d’une réactivation de la toxoplasmose qui s’observe par 

exemple chez les patients attients du SIDA.  

 

Dans leur travail, Belkaid et al. (2007) montrent que les cellules Treg contrôlent la 

persistance de Leishmania major après guérison de souris résistantes. Cette persistance a été 

montrée essentielle pour maintenir la résistance contre une réinfection avec des leishmanies. 

Le lien entre la persistance du toxoplasme et le maintien de la réponse protectrice reste à 

évaluer dans notre modèle de vaccination avec la souche Mic1.3KO. 

 

Implication des cellules Teff CD4+CD25+Foxp3- dans la protection 

Nous avons montré que la survie des souris OF1 dans la phase aiguë de la 

toxoplasmose est liée à une augmentation significative du nombre de cellules Teff 

CD4+Foxp3-CD25+. On observe cette augmentation chez les souris infectées soit avec la 

souche 76K soit avec la souche vaccinale Mic1.3KO. Chez les souris vaccinées avec 

Mic1.3KO, nous avons observé une augmentation des cellules Teff de j7 à j11 post-infection 
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au niveau local. Pour les souris infectées avec la souche76K, nous avons observé cette 

augmentation au niveau de la rate mais nous n’avons pas regardé au niveau local en 

particulier au niveau de la lamina propria.  

Les cellules Teff CD4+Foxp3-CD25+ deviennent une autre cible potentielle de l’anti-

CD25 du fait de l’augmentation de leur nombre pendant la phase aiguë de la toxoplasmose 

comme observé par Couper et al. (2009) dans le modèle de souris sensibles C57BL/6. Ils ont 

observé une augmentation significative des cellules Teff pendant la phase aiguë de la 

toxoplasmose chez la souris C57BL/6 mais n’ont pas observé d’augmentation du nombre des 

cellules Treg. Les effets potentiels de l’anti-CD25 sur les cellules Teff CD25+ doivent donc 

être pris en compte pendant la déplétion de cellules Treg avec l’anti-CD25. 

 

L'anti-CD25 pendant la phase aiguë de la toxoplasmose induit une déplétion 

simultanée des cellules Treg et des cellules Teff. Ces résultats restreignent l’utilisation de 

l’anti-CD25 comme un outil de choix pour dépléter les cellules Treg pendant une maladie 

inflammatoire comme par exemple la phase aiguë de la toxoplasmose.  

Les expériences de transfert cellulaire sont un très bon moyen pour déterminer le rôle 

de cellules Treg mais ces expériences ne peuvent pas être faites chez les souris OF1 non 

consanguines. A ce jour, il n’y a aucune étude qui ait pu montrer la déplétion unique de 

cellules Treg dans les souris sauvages pendant la phase aiguë de la toxoplasmose. 

L’utilisation des différentes produits induisant ou diminuant le nombre de cellules Treg 

pourrait être une solution à ce problème. Plusieurs types d’approches permettent l’étude des 

cellules Treg in vivo. En particulier, l’utilisation d’anticorps agonistes ou antagonistes permet 

d’inhiber ou d’activer les cellules Treg in vivo ou encore l’utilisation de différentes molécules 

ont également été décrit pour obtenir une expansion in vivo des cellules Treg comme la 

rapamycine ou la vitamine D3. 

 

 

Cytokines et chimiokine  

Les chimiokines (MCP1) et cytokines inflammatoires (IL12 et IFNγ) induisent une 

réponse immunitaire protectrice de type Th1 contre la toxoplasmose. La cytokine régulatrice 

IL10 est impliquée dans la régulation de l’intensité de cette réponse immunitaire protectrice 

(Gazzinelli et al. 1996, Wilson et al. 2005). Nous avons observé une production significative 

des chimiokines et cytokines MCP1, IFNγ et IL10 dans les séra des souris OF1 infectées avec 
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la souche 76K pendant la phase aiguë de la toxoplasmose. On observe ce même profil 

cytokinique dans les souris déplétées avec l'anticorps anti-CD25 et on ne trouve pas de 

différence significative entre les groupes déplétés et non déplétés. Ceci pourrait expliquer 

qu’il n’y ait pas de différence aussi bien dans la charge parasitaire que dans la survie des 

souris à l’issue de l’infection entre les souris déplétées et non déplétées. 

Dans nos expériences, l'anticorps anti-CD25 n’a pas d'effet sur le taux d’IFNγ sérique. 

Ces résultats sont cohérents avec la déplétion préférentielle de cellules Treg et au contraire de 

Couper et al. (2009) qui ont observé une diminuation de l’IFNγ sérique. Dans cette étude de 

Couper, une perte de contrôle sur la dissémination et l’enkystement parasitaire est aussi 

observée et est corrélée à une déplétion préférentielle des Teff. Morampudi et al. (2011) ont 

observé une augmentation de l’IFNγ après déplétion avec l’anti-CD25 dans les souris Balb/c 

infectées avec la souche 76K et une augmentation de la charge parasitaire locale et cérébrale 

liée à la déplétion préférentielle de cellules Treg montrant ainsi un rôle protecteur de cellules 

Treg dans la toxoplasmose. 

Nous avons également observé une augmentation significative de la production d’IL12 

chez les souris déplétées avec l’anti-CD25. L’IL12 est produite par les cellules dendritiques 

(Aliberti 2005) et les macrophages (Robben et al. 2004) pendant l’infection toxoplasmique 

après stimulation du TLR-11 et du CCR5 par la profiline et la cyclophiline de T. gondii, 

respectivement (Egan 2009, Aliberti 2005). Nous avons également observée une production 

plus faible de la cytokine régulatrice IL10 dans nos expérience de déplétion. Cette diminution 

de la production d’IL10 pourrait être responsable de l’augmentation de la production d’IL12. 

 

Nous avons observé une production importante d’IFNγ systémique (rate et sérum) 

chez les souris infectées avec la souche RH par rapport aux souris infectées avec la souche 

vaccinale Mic1.3KO. La production importante de cytokines pro-inflammatoires est associée 

aux lésions tissulaires induites par une multiplication incontrollée des parasites (Liesenfeld et 

al., 1999, Mordue et al. 2001, Nguyen et al. 2003). La destruction des tissus par RH pourrait 

également être révélée par ce fort taux d’IFNγ. 

Nous avons observé que l’infection des souris OF1 avec la souche vaccinale 

Mic1.3KO induit une production élevée d’IL10 par rapport aux souris infectées avec la 

socuhe sauvage RH, indiquant une régulation de la réponse immunitaire (Gazzinelli et al. 

1996, Wilson et al. 2005) chez les souris vaccinées. 
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En conclusion, nous avons montré que les cellules Treg jouent un rôle important dans 

la protection des souris OF1, en terme de survie, après infection avec une souche de type II et 

une souche vaccinale dérivée d’une souche de type I. Les souris OF1 infectées avec la souche 

76K maintiennent le nombre de cellules Treg dans la rate et les ganglions mésentériques 

pendant la phase aiguë de la toxoplasmose. L’anticorps anti-CD25 n’a pas d’effets sur la 

pathologie de la toxoplasmose que ce soit en terme de mortalité ou en terme de charge 

parasitaire cérébrale chez les souris OF1. L’anticorps anti-CD25 est un bon outil pour dépléter 

les cellules exprimant le marqueur CD25 mais ne permet pas de différencier la population des 

cellules Treg CD25+ des autres populations cellulaires exprimant le CD25 comme la 

population de cellules Teff.  

On observe une augmentation du nombre de cellules Treg au site de vaccination avec la 

souche Mic1.3KO suivie par une augmentation du nombre de cellules Teff. Nous avons 

observé que les souris OF1 infectées avec la souche RH meurent d’une réponse immunitaire 

incontrôlée et d’une forte parasitémie tandis que les souris vaccinées avec Mic1.3KO ne 

meurent pas grâce à une réponse immunitaire controlée et une faible parasitémie. De plus, il y 

a une production équilibrée des cytokines inflammatoires (IFNγ) et régulatrices (IL10) chez 

les souris vaccinées contrairement à ce que l’on observe au cours de l’infection des souris 

avec la souche virulente RH. 
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Annexes 

Annexe-I : Présentation orale au Forum de l’Ecole Doctorale Santé, 

Sciences, Techniques, Université François Rabelais de Tours, France 

le 17 juin, 2009 : 

J'ai obtenu le premier prix pour l’exposé oral en anglais. 

Regulation of Immune Response during Toxoplasmosis 

Haroon AKBAR*, Stéphanie GERMON, Nathalie MOIRÉ, Isabelle DIMIER-POISSON, UMR0483, 

Université-INRA, Laboratoire d’Immunologie Parasitaire et Vaccinologie et Biothérapies Anti-

Infectieuses, UFR de Pharmacie, Université François Rabelais de Tours, Tours, 37200, France 

The breakthrough experiments of Sakaguchi et al (1995) in the mouse model provided solid 

evidence that the regulation of body's immune system is a phenomenon mediated by a major 

role of regulatory T cells (Treg). Treg enable the immune system of the body to tolerate self 

antigens, thus preventing the development of autoimmune diseases (Sakaguchi et al. 1995). Not 

only Treg prevent the autoimmune diseases but also play important role in different infectious 

diseases including parasitic infections like malaria, leishmaniasis (Belkaid et al., 2001; Hisaeda 

et al., 2004). The regulations of immune response by Treg during both of these two parasitic 

infections help the parasites escape the complete elimination from the host. In Leishmaniasis it is 

useful in the sense that the persistance of a small number of parasites in the mice helps mice to 

maintain long-term immunity and protection against the future infection (Belkaid et al., 2001). 

On the other hand, in case of malaria, the escape of parasites from the host's immune response 

with the help of regulatory T cells results into fatal outcome in terms of mortality of mice. This 

mortality of mice was preventable after anti-CD25 antibody treatment (Hisaeda et al., 2004). 

Thus tolerance mediated by regulatory T cells is an important phenomenon of immune-

regulation during parasitic diseases like Leishmaniasis. 

Toxoplasma gondii persists chronically as cysts in the brain and muscles of its hosts, CD4+CD25+ 

regulatory T cells might have an important role in development of chronic form of this disease. 

We investigated the role of circulatory CD4+CD25+ T cells in the acute phase of Toxoplasmosis. 

In preliminary experiments, we infected outbred OF1 mice with the type II 76K strain of 

Toxoplasmagondii and followed the kinetic of CD4+CD25+cells. A high rise of CD25 expression 

on circulating CD4+ T cells at day 4 postinfection was found. At the same time, the percentage of 

CD4+ T cells in the blood decreased slightly. From day 7 postinfection onwards, the percentage 

of CD25+ T cells starts decreasing until day 14 postinfection when it returns to initial level. To 
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further explore the role of Treg in Toxoplasmosis, we performed the depletion of Treg by the 

injections of anti-CD25 antibodies (clone: PC61) in OF1 mice. This resistant mouse strain 

showed about 58% mortality after depletion of CD25+ cells. On post-mortem examinations, we 

found the small intestine with hemorrhagic necrosis that is usually observed in a sensitive 

mouse strain (C57BL/6). 

There could be two possible reasons for this mortality after anti-CD25 antibody treatment 

during acute phase of this infection. Firstly, this treatment caused the depletion of 

CD4+Foxp3+CD25+ regulatory T cells and consequently as described for the susceptible 

C57/BL6 mouse, the death is due to overproduction of inflammatory cytokines (especially IFNγ) 

and resulted into the necrosis of intestines. Secondly, this treatment might have depleted both 

CD25+ regulatory as well as CD25+ effector T cells with a consequent immunosuppression 

leading to extensive parasite multiplication in the intestinal wall resulting in necrosis. Further 

explorations of the immune response at this stage of infection are in progress. 

*Pakistan’s Overseas Scholarship Scheme for PhD studies in France 
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Annexe-II : Présentation orale dans un congrès international en 

Hollande "10th International Congress on Toxoplasmosis" le 20 juin 

2009 

CD4+CD25+ T cells in acute Toxoplasmosis, are necessary for the survival of resistant 

mice? 

Haroon AKBAR*, Stéphanie GERMON, Nathalie MOIRÉ, Isabelle DIMIER-POISSON. 

UMR0483, Université-INRA, Laboratoire d’Immunologie Parasitaire et Vaccinologie et 

Biothérapies Anti-Infectieuses, UFR de Pharmacie, Université François Rabelais de Tours, Tours, 

37200, France 

The persistence of intracellular protozoan parasites in their hosts results into the long term 

immunity setup. One such example is Leishmaniasis. CD4+CD25+ regulatory T cells have been 

shown to be involved in the persistence of the parasites at cutaneous sites of infection and in 

turn provides protection to the host in case of following infection (Belkaid et al., 2001). As we 

know that Toxoplasmosis persists chronically in the form of cysts in the brain and muscles of its 

hosts, CD4+CD25+ regulatory T cells might have an important role in development of chronic 

form of this disease and may play an important role to protect the hosts. 

We investigated the role of circulatory CD4+CD25+ T cells in the acute phase of Toxoplasmosis. 

In preliminary experiments, we infected outbred OF1 mice with the type II 76K strain of 

Toxoplasmagondii and followed the kinetic of CD4+CD25+cells. A high rise of CD25 expression 

on circulating CD4+ T cells at day 4 postinfection was found. At the same time, the percentage of 

CD4+ T cells in the blood decreased slightly. From day 7 postinfection onwards, the percentage 

of CD25+ T cells starts decreasing until day 14 postinfection when it returns to initial level. This 

resistant mouse strain showed about 70% mortality after depletion of CD25+ cells using anti-

CD25 (clone: PC61) antibody treatment. On post-mortem examinations of these mice, we found 

the small intestine with hemorrhagic necrosis. A sensitive mouse strain (C57BL/6) also suffers 

this type of intestinal necrosis. In this sensitive mouse strain, our early experiments show that 

there is a reduction in the percentage of regulatory T cells (CD4+CD25+Foxp3+) in the spleens 

and the mesenteric lymph nodes at day 7 postinfection with the same type II strain of 

Toxoplasma gondii. 

We hypothesize two possible reasons for this mortality after anti-CD25 antibody treatment 

during acute phase of this infection. Firstly, this treatment caused the depletion of CD4+CD25+ 

regulatory T cells and consequently as described for the susceptible C57/BL6 mouse, the death 
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is due to overproduction of inflammatory cytokines (especially IFNγ) and resulted into the 

necrosis of intestines. Secondly, this treatment might have depleted both CD25+ regulatory as 

well as CD25+ effector T cells with a consequent immunosuppression leading to extensive 

parasite multiplication in the intestinal wall resulting in necrosis. Further explorations of the 

immune response at this stage of infection are in progress. 

*Pakistan’s Overseas Scholarship Scheme for PhD studies in France 
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Haroon AKBAR 

Rôle des cellules T régulatrices dans un modèle murin de 
toxoplasmose aiguë  

Résumé : 
Une immunité concomitante à long terme est mise en place lors d’infections persistantes avec des parasites protozoaires 
intracellulaires responsables, par exemple, de la leishmaniose et du paludisme. Dans un modèle murin de leishmaniose, il 
a ainsi été démontré que les cellules T régulatrices CD4+CD25+ sont impliquées dans la persistance des leishmanies aux 
sites d’infection cutanés et protègent l’hôte contre une ré-infection. 
Le protozoaire Toxoplasma gondii est également à l’origine d’une infection chronique liée à l’installation du parasite 
dans le cerveau et les muscles de l’hôte dans des formes kystiques. Il était donc pertinent de s’intéresser à l’implication 
des cellules T régulatrices dans l’installation et la persistance du toxoplasme. 
Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé l’anticorps monoclonal anti-CD25 dans des expériences de déplétion 
pendant la phase aiguë de la toxoplasmose après infection de souris non consanguines avec une souche de toxoplasmes 
de type II. Aucune différence significative que ce soit en terme de mortalité ou de charge parasitaire cérébrale n’a été 
observée entre les souris infectées et déplétées et les souris infectées non déplétées. En complément de ces expériences, 
nous avons pu montrer que les cellules régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) sont une cible potentielle de l’anticorps 
anti-CD25 ainsi que les cellules T effectrices CD4+CD25+Foxp3- (Teff); cellules qui expriment le marqueur CD25 en 
phase aiguë de l’infection. 
Ainsi, les résultats observés dans ces expériences ne permettent pas de conclure sur l’implication des cellules Treg dans 
le contrôle de l’infection toxoplasmique en modèle murin dans la mesure où une déplétion simultanée des cellules Treg 
CD25+ et des cellules Teff CD25+ est observée avec l’anticorps anti-CD25. 
Parallèlement, nous avons étudié le rôle des cellules Treg dans la protection des souris vaccinées par voie intrapéritonéale 
avec une souche vaccinale attenuée de type I de T. gondii (Mic1-3KO). Nous avons observé une forte expansion des 
cellules Treg au site d’infection 4 jours après vaccination suivie par l’expansion des cellules Teff entre 7 et 11 jours après 
vaccination. Les souris vaccinées avec la souche Mic1-3KO arrivent à contrôler la parasitémie et survivent à l’infection 
tandis que les souris infectées avec la souche sauvage RH de type I meurent d’une forte parasitémie et d’une réponse 
immunitaire incontrollée. Les cellules Treg auraient donc, dans ce modèle de vaccination, une importance primordiale en 
controlant la réponse immunitaire cellulaire excessive observée chez la souris infectées avec la souche sauvage RH. 
Mot-clés : Cellules Treg Foxp3+, Toxoplasma gondii de Type I et Type II, Vaccination, Parasitémie 

Résumé en anglais: 
Long term concomitant immunity is developed in case of persistant infections with intracellular protozoan parasites like 
for example in leishmaniosis and malaria. In a murine model of leishmaniosis, it has been demonstrated that CD4+CD25+ 
regulatory T (Treg) cells are involved in the persistance of leishmania parasites at cutaneous sites of infection and protect 
the host against re-infection. 
The protozoan parasite Toxoplasma gondii is also responsible for a chronic infection associated with the settlement of 
parasite in the brain and the muscles of the host in the form of cysts. It was therefore pertinent to know about the 
implication of Treg cells in the development and the persistance of toxoplasma. To attain this objective, we have used a 
monoclonal antibody anti-CD25 in depletion experiments during the acute phase of toxoplasmosis after infection of 
outbred mice with a type II toxoplasma strain. No significant difference was found in terms of mortality or in brain cyst 
load between depleted mice and non-depleted mice. In addition to these experiments, we have shown that not only the 
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cells but also the CD4+CD25+Foxp3- T effector (Teff) cells are a potential target 
of anti-CD25 antibody-depletion. These cells are induced to express CD25 during acute phase of the infection. 
Thereby the results of these experiments do not allow to conclude definitively on the implication of Treg cells in the 
control of toxoplasmic infection since simultaneous depletion of CD25+ Treg and CD25+ Teff cells occurred.  
At the same time, we have studied the role of Treg cells in the protection of mice vaccinated intraperitoneally with a type 
I attenuated strain of Toxoplasma gondii (Mic1-3KO). We have observed a high expansion of Treg cells at the site of 
infection 4 days after vaccination followed by expansion of Teff cells between 7 to 11 days post-vaccination. The mice 
vaccinated with the strain Mic1-3KO manage to control the parasitemia and survive the infection whereas the mice 
infected with the wild type strain RH parasites, die of a high parasitemia and of uncontrolled immune response. The 
regulatory T cells would thus have, in this model of vaccination, a vital importance in the control of excessive cellular 
immune response observed in mice infected with wild type strain RH. 
Key-words : Foxp3+ Treg cells, Type I and Type II Toxoplasma gondii, Vaccination, Parasitemia 


