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INTRODUCTION

Toxoplasma gondii est un protozoaire, hote définitif du chat, qui évolue chez I’homme et les
homéothermes au sein des tissus musculaires, cérébraux et oculaires. Plus du tiers de la
population est infectée par ce parasite. La contamination est majoritairement provoquée par

ingestion d’aliments souillés : viandes, légumes, coquillages...

Il existe deux types d’infection : acquise ou congénitale. L’affection acquise est bénigne et
généralement inapparente chez les personnes immunocompétentes. Cependant, 1’infection
congénitale et I’infection acquise des personnes immunodéprimées sont responsables de
nombreuses manifestations cliniques. Parmi les symptomes, il existe I’atteinte oculaire. Devant
les manifestations cliniques évocatrices, le diagnostic est confirmé biologiquement par des
méthodes sérologiques et/ou de détection directe du parasite. La toxoplasmose oculaire est rare

mais responsable d’atteintes graves pouvant conduire a la cécité.

Les traitements actuels reposent sur des molécules antiparasitaires responsables de nombreux
effets indésirables pour le patient. De plus, ces traitements ne sont pas totalement efficaces car
ils n’agissent pas sur la forme enkystée du parasite. Le risque de rechute est majeur. Il est donc
nécessaire de développer de nouveaux traitements afin de faciliter la prise en charge des
patients. Nous allons détailler dans ce document, les nouvelles molécules issues de la recherche,

présentant un espoir contre les infections oculaires, aigués et chroniques, de Toxoplasma gondii.
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1. Généralités sur I’agent pathogéne : Toxoplasma gondii

L’agent pathogene de la toxoplasmose est nommé Toxoplasma gondii. 11 s’agit d’un protozoaire
a développement endocellulaire que 1’on retrouve chez les animaux homéothermes. 7. gondii
est la seule espece du genre Toxoplasma actuellement connue par les scientifiques. Nicolle et
Manceaux ont découvert ce parasite en 1908 a I’Institut Pasteur de Tunis chez un rongeur
sauvage nommé Ctenodactylus gundi lors d’une campagne de recherche sur la leishmaniose
(1-3). Rapidement, les chercheurs se sont rendu compte qu’ils avaient découvert un nouvel
organisme et I’ont nommé¢ ainsi suivant sa morphologie et son hote (étymologie : foxo = arc et
plasma = vie). Malgré sa découverte au début du siccle, les connaissances ne furent complétées
que dans les années 1970 par la compréhension de son cycle évolutif. Sa classification est la

suivante (2,3) :

Phylum : Apicomplexa

Classe : Sporozoasida
Sous-classe : Coccidiasina
Ordre : Eimeriorina

Famille : Sarcocystidae
Sous-famille : Toxoplasmatinae
Genre : Toxoplasma

Espece : Gondii

La majorité¢ des groupes zoologiques peut étre des hotes des apicomplexa c¢’est pourquoi ce
phylum représente un groupe extrémement étendu. De plus leur répartition géographique n’a
pas de limite, on les retrouve sur la totalité du globe terrestre.

Parmi ce phylum, 7. gondii est le protozoaire le plus présent grace a sa large palette d’hotes

intermédiaires, les homéothermes, ce qui lui assure une distribution universelle.

1.1. Aspects morphologiques

Toxoplasma gondii se décline sous trois stades morphologiques et infectieux différents (figure

1)(3,4):

e Les tachyzoites : forme proliférative a division rapide ;

12



e Les bradyzoites : forme de résistance tissulaire a division lente présente au sein des
kystes tissulaires ;
e Les sporozoites : forme de résistance dans le milieu extérieur contenue dans les

oocystes.

Figure 1 : Les trois stades infectieux de T. gondii : tachyzoite (a) bradyzoite (b) et sporozoite
(©) (4).

1.1.1. Tachyzoites

La forme tachyzoite (figure 2), anciennement nommée trophozoite, est une forme proliférative
que I’on retrouve chez les hotes intermédiaires. Sa morphologie ressemble a un croissant de six
a huit micrométres de long sur trois a quatre micrométres de large. Le tachyzoite posséde une

extrémité apicale effilée et une extrémité postérieure arrondie (3,5).

Le parasite est délimité par une triple membrane (figure 3). De I’extérieur vers I’intérieur, nous
retrouvons une membrane nommée plasmalemme doublée intérieurement par deux membranes
associées a une multitude de vésicules aplaties formant un complexe membranaire interne. Ce
complexe est absent au niveau antérieur (conoide) et postérieur (région basale) du parasite.

La partie médiane présente une invagination de la membrane externe formant un puit jusqu’a

la membrane interne, cela est nommé micropore.

13
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Figure 2 : Représentation schématique de la forme tachyzoite de T. gondii (4).



Figure 3 : Représentation schématique de la structure de la triple membrane de T. gondii (6).

La pénétration du parasite dans les cellules hotes est permise grice a des mouvements
d’inclinaison, de pivotement, d’extension et de rétractation contrélés par le pole apical. Les
protéines kinases dépendantes du calcium (calcium-dependent protein kinase, CDPK) sont le
lien entre la signalisation calcique et le mouvement effectué par le pole apical. Les CDPK sont

une famille de sérine et thréonine kinases dépendantes du calcium (7-9).

Le pole apical se décompose en plusieurs sections (figure 4) (3,10-12) :

- Deux anneaux apicaux localisés sous la membrane du parasite ;

- Leconoide, en forme de cone, est constitué de structures fibrillaires spiralées composées
d’alpha et de béta tubulines. Il s’agit de la méme matiére qui compose les microtubules
du cytosquelette parasitaire, or les protofilaments du conoide sont différents de ceux du
cytosquelette. En effet ils sont disposés de fagon bien plus compressé et sont en forme
de virgule qui est totalement différente des formes circulaires habituelles ;

- Un anneau polaire coll¢ a la paroi interne du complexe membranaire interne, situé¢ juste
sous la base du conoide. Il sert de point d’ancrage aux vingt-deux microtubules sous-
pelliculaires ;

- Une paire de microtubules intra-conoidaux.
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Figure 4 : Représentation schématique du complexe apical de T. gondii (3).

Divers organites caractéristiques des apicomplexes sont aussi présents au niveau du pole apical

tels que :

Les micronémes : ce sont de petits organites apicaux, en forme de batonnets, denses aux
¢lectrons, ils sont entre cinquante et cent par parasite. Ils sont concentrés autour de
I’anneau polaire. Ce sont les premiers a sécréter leur contenu protéique, essentiel au
mouvement ;

Les rhoptries : ces organites sont entre six et douze par parasite et mesurent entre deux
et trois micrometres. Ils sont présents du complexe apical jusqu’au noyau. Leur forme
est effilée au niveau antérieur et renflée au niveau postérieur ;

Les granules denses : le nombre est variable par parasite. Elles sont présentes dans tout
le cytoplasme. Leur forme est ronde et elles mesurent deux-cent nanomeétres de
diamétre ;

L’apicoplaste : unique par parasite. Il est délimité par quatre membranes et contient de

I’ADN.
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T. gondii est aussi compos¢, dans I’ensemble de son cytoplasme, d’organites communs aux
eucaryotes tels que :
- Un noyau sphérique d’un a deux micrometres de diamétre, visible dans la partie
postérieure du parasite. Il contient treize chromosomes ;
- Un réticulum endoplasmique entourant le noyau ;
- Un appareil de Golgi présent en avant du noyau, sous forme de trois a quatre saccules
superposées ;
- Une mitochondrie unique et ramifiée parcourant I’ensemble du cytoplasme du parasite.
- Des ribosomes accolés au réticulum endoplasmique ;

- Des grains d’amylopectine localisés dans la partie postérieure du parasite.

Le parasite s’introduit majoritairement dans les cellules de 1’hote de fagon active puis se
reproduit rapidement par un processus de multiplication asexuée appelé endodyogénese, c’est-

a-dire la formation de deux descendants a I’intérieur du tachyzoite parent.

Chaque cellule héte peut contenir jusqu’a a trente-deux tachyzoites. A 1’intérieur de la cellule,
le parasite s’entoure d’une vacuole parasitophore qui se forme lors de I’invasion de la cellule
héte. Cette derniere évolue en un kyste permettant aux parasites d’échapper au contrdle du

systéme immunitaire sous forme de bradyzoite.

1.1.2. Bradyzoites
Le bradyzoite (figure 5) résulte du stade tachyzoite au cours de son évolution chez I’hdte
intermédiaire. Ces deux stades infectieux sont morphologiquement trés proches mais le

bradyzoite est plus effilé, a un noyau plus excentré vers le pdle basal et contient beaucoup plus

de grains d’amylopectine et de micronémes.
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Figure 5 : Représentation schématique de la forme bradyzoite de T. gondii (4).

Les bradyzoites sont retrouvés dans des kystes tissulaires sphériques ou ovoides de cinq a cent
micrometres de diameétre selon la localisation dans le corps de I’hdte intermédiaire (5). Chaque
kyste peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de bradyzoites (figure 6). Cette forme de
résistance vis-a-vis du systéme immunitaire de 1’hote est retrouvée principalement dans les sites

immuns privilégiés comme le cerveau, les yeux ou les muscles.
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Membrane kystique

Bradyzoite

Figure 6 : Schéma d'un kyste tissulaire de Toxoplasma gondii (4).
(a) Schéma de I’ensemble du kyste. Chaque kyste peut contenir des centaines de bradyzoites.
(b) Vue agrandie du kyste tissulaire. Le kyste est délimité par une membrane et une épaisse

paroi. Les composants de la paroi et de la matrice du kyste sont sécrétés par les bradyzoites.

La reproduction se produit, comme pour la forme tachyzoite, de facon asexuée par

endodyogénése mais selon un rythme beaucoup plus lent.

La réactivation toxoplasmique se produit a partir du stade enkysté du parasite qui persiste de
manicre silencieuse dans 1’organisme. Suite a un affaiblissement du systéeme immunitaire, les

bradyzoites se libérent des kystes et se différencient en tachyzoites.

1.1.3. Sporozoites
Les hotes définitifs, les félidés, évacuent les oocystes, forme de résistance dans le milieu
extérieur, apres avoir ingéré I'un des trois stades infectieux de 7. gondii. La période pré-patente
correspond au temps entre l'infection initiale et l'excrétion des oocystes. Cette derniere est

variable selon le stade infectieux de 7. gondii lors de la contamination.

Les oocystes résultent de la reproduction sexuée ou gamogonie qui se déroule dans les cellules

intestinales du chat. Apres élimination dans les matiéres fécales du chat sous forme immature,
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ils doivent subir une sporulation dans le milieu extérieur pour devenir matures ou infestants. La
sporulation dure d’un a cinq jours en fonction de la température, de ’humidité et du degré

d’oxygénation (12).

Les oocystes non sporulés sont sphériques et mesurent entre dix et douze micrométres de
diametre tandis que les oocystes sporulés sont ellipsoidaux et mesurent entre onze et treize
micrometres de diametre (5). Les oocystes, sporulés et non sporulés, présentent une double
paroi épaisse et robuste leur conférant une grande résistance face aux dommages physiques et

chimiques.

A la suite de la sporulation, deux sporocystes renferment chacun quatre sporozoites, mesurant
entre six et huit micrométres de long, et ressemblant morphologiquement aux tachyzoites et aux

bradyzoites, sont présents a I’intérieur de I’oocyste (figures 7 et 8).

Les oocystes sont trés sensibles a la dessiccation, cependant, en sol humide, ils peuvent survivre

plus d’un an (5).

Membrane
interne

Membrane
externe

Membrane J — Membrane

interne e / externe

Sporocyste
Sporozoites

1um

Figure 7 : Oocyste sporulé avec deux sporocystes et quatre sporozoites présents dans chacun

des sporocystes (4).
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Figure 8 : Représentation schématique de la forme sporozoite de T. gondii (4).

1.2. Cycle parasitaire

Le cycle de T. gondii a été rapporté pour la premiére fois en 1970 par Frenkel ef al. grace a la
compréhension du stade sexué. Cela a permis de mettre en lumiére les trois phases de ce cycle
qui est définit comme un cycle long (figure 9). Les homéothermes, dont I’Homme, sont les
hoétes intermédiaires hébergeant la reproduction asexuée. Le chat, et plus généralement les
félidés, sont les hotes définitifs de 7. gondii. Ce sont les seuls étres vivants capables d’abriter
la reproduction sexuée qui se déroule au niveau des entérocytes. Une phase de maturation du

parasite dans 1’environnement est aussi présente.

Le cycle peut se produire de fagon classique c’est-a-dire un cycle hétéroxeéne avec la présence
d’un hote définitif et d’un hote intermédiaire. Cependant le cycle peut aussi se dérouler de fagon
monoxene, avec juste la présence de 1’hote définitif qui va se contaminer par ingestion de terre,

d’eau ou de végétaux souillés par des oocystes sporulés ou alors avec seulement la présence de
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I’hote intermédiaire, le parasite se transmettant entre individus carnivores. Ce type de cycle

peut conduire a une impasse parasitaire.

A « Phase dinfection

GA A= Phase dagnostic

= =T

Kyste tissulaire

BAFEN-HEALTHIEN - FEOFLE™

Figure 9 : Représentation schématique du cycle de vie de T. gondii (13).
1.2.1. Phase hote définitif
Le cycle parasitaire chez 1’hote définitif (félidés) est un cycle coccidien c’est-a-dire un cycle

biologique de deux phases se déroulant dans les entérocytes : une phase asexuée et une phase

sexuée. Ces deux phases permettent d’aboutir a la libération des oocystes dans I’environnement

via les selles (figure 10).
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Figure 10 : Schéma récapitulatif du cycle de vie de Toxoplasma gondii chez le chat (4).

(a) Ingestion de proies contenant des kystes tissulaires.

(b) La paroi du kyste est digérée dans 1'estomac et les intestins, libérant des bradyzoites.

(c) Les bradyzoites se convertissent en tachyzoites et envahissent les cellules épithéliales de
l'intestin.

(d) Dans les entérocytes, les tachyzoites se divisent par schizogonie donnant naissance aux
mérozoites.

(e, g) Libération des mérozoites pour initier une nouvelle schizogonie ou débuter la
gamétogonie.

(f) Les mérozoites se différencient en microgametes males ou macrogametes femelles.

(h) La fécondation donne naissance a un oocyste non sporulé excrété avec les excréments de
chat.

(1) La sporulation se produit et génére deux sporocystes avec quatre sporozoites chacun.
Le chat se contamine majoritairement en ingérant les kystes contenus dans la chair des hotes

intermédiaires qu’il a chassé (petits rongeurs, oiseaux). Il s’infecte de facon plus rare par

ingestion d’oocystes matures souillant la terre, 1’eau et les végétaux.
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Apres I’ingestion des kystes tissulaires, la paroi kystique va étre lysée par des enzymes
protéolytiques de I’estomac et de I’intestin gréle. Les bradyzoites sont libérés dans la lumicre

intestinale et vont pénétrer dans les entérocytes.

La reproduction asexuée débute a la suite de cette invasion parasitaire. Certains bradyzoites
intracellulaires se différencient en mérozoites au sein de schizontes par schizogonie. La
schizogonie est un processus au cours duquel le cytoplasme ne se partage en cellules distinctes
qu’apres multiplication des noyaux et des autres organites. Cette multiplication va donner lieu
a de multiples générations de 7. gondii au sein de la cellule infectée. La rupture des schizontes
aboutit a la libération des mérozoites qui peuvent a leur tour envahir de nouveaux entérocytes
et initier une nouvelle schizogonie ou bien débuter la phase sexuée en se différenciant en

gamétocytes males et femelles par gamétogonie.

Le gamétocyte femelle produit un macrogaméte de forme sphérique avec un noyau centré tandis
que le gamétocyte male produit jusqu’a vingt-et-un microgametes flagellés de forme ovoides
ou ellipsoidales (12,14). Chaque microgameéte peut féconder un macrogamete pour former un
zygote diploide dans un oocyste immature c’est-a-dire non sporulé. Ces oocystes immatures

non infectants sont alors libérés dans la lumiére intestinale.

1.2.2. Phase environnementale

Les oocystes libérés dans le milieu extérieur avec les feces représentent une forme de résistance
et de dissémination du parasite dans le milieu extérieur. Avec I’habitude d’enterrer ses selles,
le chat confére aux oocytes un milieu idéal pour leur survie et leur maturation grace a
I’humidité, ’absence de lumiére et une température clémente. Dans ces conditions ils peuvent

rester infectieux pendant dix-huit mois (12).

Les oocystes sont sensibles au froid, en effet a de basses températures (< 11 °C) la sporulation
est retardée. Ils sont aussi sensibles au chaud. C’est pourquoi les températures égales ou
supérieures a cinquante degrés Celsius permettent de prévenir la sporulation, donc la

transmission de 7. gondii (15).

Les oocystes subissent une sporulation pour devenir infestants. A la suite de la sporulation sont

présents, a I’intérieur de I’oocyste, deux sporocystes renfermant chacun quatre sporozoites.
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1.2.3. Phase hote intermédiaire

Chez les hotes intermédiaires (mammiferes et oiseaux), 1’infection se fait essentiellement par
voie orale apres ingestion, soit d’oocystes matures provenant d’aliments souillés, soit de kystes

contenus dans des viandes infectées et/ou des viandes insuffisamment cuites.

Les parasites ingérés se retrouvent dans I’estomac de I’hote intermédiaire. Les parois des kystes
tissulaires et des oocystes ingérés sont ¢liminées par des enzymes digestives protéolytiques,
libérant respectivement des bradyzoites ou des sporozoites a l'intérieur du nouvel hote. Les
formes parasitaires libérées se différencient rapidement en tachyzoites. Ces derniers vont se

disséminer dans 1’organisme par voie sanguine et lymphatique.
y

Apres invasion des cellules et multiplication par endodyogénie, les tachyzoites vont se
différencier en bradyzoites dans des kystes afin d’échapper au systéeme immunitaire. Cela
marque donc le début de la phase chronique de la maladie car les kystes vont persister pendant

le reste de la vie de I’hote.
La paroi du kyste peut se rompre suite a I’apoptose de la cellule et les bradyzoites se retrouvent
libérés dans le milieu extracellulaire. Selon le statut immunitaire de 1’hote, ils seront détruits ou
réinfecteront les cellules voisines. Les kystes peuvent également se réactiver chez les individus
immunodéprimés.
Les kystes peuvent survivre jusqu’a trois semaines entre un et dix degrés Celsius. Cependant,
ils sont inactivés avec une congélation de la viande pendant trois jours & moins douze degrés
Celsius ou avec une température supérieure a soixante-sept degrés Celsius (13,16).

1.3. Modes de contamination de ’Homme
Il existe trois possibilités de contamination de 1’étre humain selon les trois stades infectieux :

1.3.1. Contamination via les Kkystes

La contamination via les kystes est une contamination d’origine alimentaire apres ingestion de

viande contaminée et insuffisamment cuite. Cela représente la source majeure de contamination
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de ’'Homme (5,17). Toute consommation de viande crue ou peu cuite provenant de tous types
d’animaux homéothermes représente un risque potentiel de contamination a 7. gondii. Ce risque
varie selon la nature du réservoir animal. Le type de viande contenant le plus de kystes est la
viande ovine. Selon I’article de Blaga et al. (18), la séroprévalence dans la viande bovine
consommeée en France est de 17,38% avec une séroprévalence qui augmente avec 1’age (5,34%

pour les veaux, 23,12% pour les adultes).

Les aliments en contact avec des objets contaminés par la viande (couteaux, planches a

découper et autres ustensiles de cuisine) représentent une source de contamination possible.

Une contamination via les kystes est aussi possible lors des greffes, il s’agit le plus souvent
d’une réactivation de kystes contenus dans les greffons. Les conséquences sont a la fois locales
comme les rejets de greffe puis générales par dissémination parasitaire. Les transplantations
cardiaques sont le type d’intervention le plus a risque concernant la contamination par 7. gondii

(19).

1.3.2. Contamination via les oocystes

1.3.2.1. Contact avec le sol

La contamination par ingestion d’oocystes est possible apres contact direct avec le sol souillé
par des oocystes, associ¢ a une mauvaise hygiéne des mains. Les activités extérieures telles que
le jardinage, les jeux en extérieur, la fréquentation des bacs a sable sont considérées comme

potentiellement a risque.

11 est aussi possible d’étre contaminé par contact indirect, via la consommation d’aliments non
lavés, non épluchés. En effet les chats peuvent fréquenter les potagers et des oocystes peuvent
contaminer les végétaux destinés a la consommation humaine. Ce mode de contamination est

considéré comme une des principales causes d’infection a 7. gondi.

La consommation d’eau dans les pays ayant un accés problématique a I’eau potable peut aussi

étre une source possible de contamination par 7. gondii.
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1.3.2.2. Contact avec la litiére du chat

Une fois I’animal infecté, le parasite est transmis dans les selles du chat sous forme d'oocystes.
Un chat infecté par le parasite va donc contaminer sa litiére. Il suffit de deux a trois jours pour
que des oocystes sporulent au sein de litiéres achetées dans le commerce. Ces derniers peuvent
rester viables pendant quatorze jours (5,20). Le contact avec les litieres de chat lors du nettoyage
est donc considéré comme un facteur de risque d’infection a 7. gondii, sauf en cas de

désinfection quotidienne.

1.3.2.3. Consommation d’animaux marins
Le ruissellement d’eau de pluie sur des sols contaminés est un possible moyen de dissémination
d’oocystes (21). En effet, cette eau va provoquer la contamination de 1’eau de mer et in fine des
mollusques. Les oocystes sont capables d’y survivre pendant de longues périodes. Ils peuvent
ainsi se retrouver en petite concentration et rester viables au sein de coquillages ou de crustacés.

1.3.3. Contamination via les tachyzoites

Les tachyzoites représentent la forme d’infection chez les femmes enceintes. L’infection peut

provoquer sur le feetus une atteinte multiviscérale (cerveau, ceil, foie, poumon).
Les tachyzoites peuvent aussi provoquer une infection lors d’une transfusion sanguine, d’un
don de moelle osseuse ou d’accidents de manipulation au laboratoire. Ces contaminations

accidentelles sont exceptionnelles (22).

Les tachyzoites peuvent aussi représenter une source de contamination par la consommation

d’ceuf cru et de lait de chévre non pasteurisé (23,24).
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2. La toxoplasmose oculaire

La toxoplasmose oculaire est une uvéite postérieure, d’origine congénitale ou acquise,
provoquée par la dissémination du parasite 7. gondii au niveau de 1’ceil. Selon I’emplacement

du parasite le patient peut souffrir d’une déficience visuelle plus ou moins grave.

La toxoplasmose est une pathologie de prévalence variable d’un pays et d’une région a I’autre,
influencée par les conditions socio-économiques, environnementales ainsi que par les habitudes
culturelles et alimentaires. En France, la séroprévalence de 7. gondii fluctue entre 30 et 50% en
raison des habitudes de consommation de viandes saignantes ou fumées (5,25,26). Ce chiffre
est en baisse grace a I’application des régles d’hygiéne et des nouvelles habitudes comme la
consommation d’aliments congelés. En France les personnes infectées n’ont généralement pas
de symptomes apparents. Le risque d’atteinte oculaire n’est pas parfaitement connu, mais sa

prévalence en France est estimée a 2 % (27,28).

Actuellement la toxoplasmose oculaire est ['uvéite la plus répandue dans le monde. Cette
maladie peut représenter jusqu’a 85% des présentations selon les pays (25). Les prévalences les
plus élevées ont été diagnostiquées en Amérique latine (Amérique du Sud et Amérique

centrale).

2.1. Anatomie de I’ceil

L’ceil est une sphere de vingt-cing millimetres de diametre c’est pourquoi il est nommé globe
ou de bulbe oculaire. Seul 1/6 du globe oculaire est visible, il s’agit de la face antérieure. Les
5/6 restant correspondent a la face postérieure, cette partie est entourée et protégée par un

coussin graisseux et est située dans 1’orbite (29).
Il existe des structures anatomiques, dites structures annexes, qui protégent I’ceil ou permettent

son bon fonctionnement. Ce sont les sourcils, les paupicres, la conjonctive, le systéme lacrymal

et les muscles du bulbe oculaire.
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Figure 11 : Représentation schématique d’un ceil humain en coupe sagittale (30)

Le globe oculaire est composé d’une paroi avec trois tuniques (de 1’extérieur vers 1’intérieur) :
- Une tunique fibreuse ;
- Une tunique vasculaire ;

- Une tunique interne.

2.1.1. Tunique fibreuse

La tunique fibreuse ou externe comprend deux parties bien distinctes, la sclére et la cornée

(figure 11, cadres verts).

La sclére est la partie blanche et opaque de I’ceil. Elle est présente sur la majeure partie
antérieure du globe oculaire mais aussi sur la partie postérieure. Cette membrane est tres
résistante grace a la présence de fibres conjonctives denses qui permettent I’ancrage des tendons
musculaires.

La cornée est présente en minorité sur la surface antérieure du globe oculaire. C’est une

structure trés transparente qui fait une légere saillie en vue de profil. Non seulement elle laisse
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entrer les rayons lumineux mais elle participe en plus a leur réfraction. Son épaisseur centrale
varie de cinq cents a cing-cent-soixante micromeétres. Elle est plus mince au centre et plus

épaisse en périphérie.

La cornée est composée de cing couches distinctes :

- L’¢épithélium : trois a six couches de cellules épithéliales avec une couche germinative,
une a quatre couches intermédiaires et une couche superficielle composée de
microvillosités qui augmentent la surface d’échange avec le liquide lacrymal ;

- La membrane de Bowman : huit & douze micrométres d’épaisseur qui n’est pas une
membrane comme son nom 1’indique mais une couche de collagéne dense ;

- Lestroma : trois cents a cinq cents micrométres d’épaisseur composé a 90% de lamelles
de collagene et 10% de kératocytes (cellules sécrétant le collagene) ;

- La membrane de Descemet : trois micrometres d’épaisseur a la naissance et augmente
jusqu’a huit a dix micrométres d’épaisseur ;

- L’endothélium : cinq micrométres d’épaisseur avec une couche simple d’épithélium

squameux cubique.

2.1.2. Tunique vasculaire

La tunique vasculaire est composée de la choroide, le corps ciliaire et 1’iris (figure 11, cadres

rouges).

La choroide représente 5/6 de la tunique vasculaire. C’est une couche trés riche en vaisseaux

sanguins. Son role est de nourrir les deux autres tuniques.

Le corps ciliaire est une modification de la choroide vers I’avant de 1’ceil. C’est un sphincter de
fibres musculaires lisses entrecroisées qui contrdlent la forme du cristallin. Prés de ce dernier
la face postérieure du corps ciliaire se plisse pour former les proces ciliaires dont les capillaires
sanguins sécrétent I’humeur aqueuse. La zonule ciliaire est un ensemble de fibres tres fines qui
relient le cristallin aux proces ciliaires pour le maintenir en position : on I’appelle aussi ligament

suspenseur du cristallin.
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L’iris est la partie colorée de 1’ceil. Il est situ¢ entre la cornée et le cristallin et constitue la partie
la plus antérieure de la tunique vasculaire. Sa partie postérieure est reliée au corps ciliaire. Son
ouverture centrale forme la pupille qui est un diaphragme permettant de faire entrer plus ou

moins de lumiére en fonction de son diamétre.

2.1.3. Tunique interne

La tunique interne est composée de la rétine qui mesure environ cinq cents micrometres
d’¢épaisseur (figure 11, cadres bleus). Elle est composée de deux couches : la partie pigmentaire

et la partie nerveuse.

La partie pigmentaire est la partie la plus externe de la rétine, elle couvre le corps ciliaire et la
partie postérieure de I’iris. Les cellules pigmentaires de la rétine contiennent de la mélanine qui
absorbe I’excés de lumiere et empéche ainsi qu’elle diffuse ou se réfléchisse ce qui perturberait

la vision.

La partie nerveuse est la partie la plus interne de la rétine, elle tapisse le fond de I’ceil et va
jusqu’au bord postérieur du corps ciliaire. Sa limite est la zone appelée ora serrata. La partie
nerveuse de la rétine est une émergence du cerveau, elle contient plus de cent millions de
neurones photorécepteurs dans chaque ceil qui transforment I’énergie lumineuse des photons en
activité électrique grace aux potentiels d’action. Cette partie contient également de trés
nombreux neurones qui modulent, modifient les informations visuelles (contraste, convergence
ou non des informations, ...).

La zone de la rétine qui contient le nerf optique ne contient pas de neurones photorécepteurs :

cette zone constitue la tiche aveugle.

La partie nerveuse de la rétine est composée de deux types de neurones photorécepteurs : les
batonnets et les cones. Les batonnets sont plus nombreux a la périphérie de la rétine et sont
responsables de la vision périphérique, floue et peu précise. Ils sont trés sensibles aux faibles
intensités lumineuses et ne distinguent pas les couleurs. Les cones sont beaucoup moins
nombreux et sont surtout concentrés au centre de la rétine dans la macula aussi appelée « tache
jaune ». Le centre de la macula s’appelle la fovea ou fossette centrale. Les cones sont peu
sensibles a la lumiére et sont activés par les fortes intensités lumineuses, ils permettent une

vision précise et en couleur.
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2.1.4. Contenu de I’ceil

L’ceil est séparé en deux segments : le segment antérieur et le segment postérieur (figure 11,
cadres jaunes). Cette séparation se fait au niveau du cristallin et du corps ciliaire. La forme

bombée du globe oculaire est liée au fait qu’il est rempli de liquide.

Le segment postérieur est rempli du corps vitré ou humeur vitrée, une substance gélatineuse
transparente qui contient des ions, de 1’acide hyaluronique, du collageéne, quelques cellules et
surtout 95% d’eau. Cette substance est renfermée dans un épithélium transparent appelé

"membrane hyaloide".

L’humeur vitrée a plusieurs roles :
- Elle permet de plaquer la rétine nerveuse contre la rétine pigmentaire ;
- Elle donne sa forme globulaire a I’ceil par la pression qu’elle exerce contre les tuniques ;

- Elle permet le passage de la lumiére grace a sa transparence.

Le segment antérieur est compris entre la face postérieure de la cornée et la face antérieure du
cristallin. Il est divisé par I’iris en une chambre antérieure entre cornée et iris et une chambre
postérieure entre iris et cristallin. L’humeur aqueuse est produite par les capillaires sanguins
des proces ciliaires dans la chambre postérieure. Il existe un flux permanent au travers de la
pupille pour aller dans la chambre antérieure, de la elle est drainée par filtration au travers du
trabéculum pour rejoindre le canal de Schlemm qui va rejoindre le sang veineux. L humeur
aqueuse permet 1’apport de nutriments et d’oxygéne au cristallin et a la cornée ainsi que

I’¢limination des déchets métaboliques.

Le cristallin est une structure fibreuse élastique transparente suspendue par les ligaments de la

zonule ciliaire. Il a un réle de lentille plus ou moins convergente.
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2.2. Diagnostic clinique de la toxoplasmose oculaire

2.2.1. Formes typiques et signes fonctionnels

Les formes typiques de toxoplasmose oculaire représentent plus de 90% des présentations de
toxoplasmose oculaire congénitale ou acquise (31). Ces formes sont caractéristiques a un degré

tel que souvent le diagnostic biologique n’est pas nécessaire (26).

Le diagnostic clinique est présumé devant la présence d’un foyer de nécrose rétinienne au
niveau postérieur lors d’un examen du fond d’ceil. Il s’agit d’une lésion rétinienne focale
unilatérale touchant toutes les couches rétiniennes. Cela se caractérise par une lésion nécrotique
et cedémateuse de forme variable, souvent circulaire ou ovale, plus ou moins étendue, a bords
flous et estompés, de coloration blanche ou jaunatre, pouvant étre isolée ou satellite de lésions
plus anciennes atrophiques ou pigmentées (16,27,31). Dans presque 80% des cas les foyers
actifs découverts par les ophtalmologues sont corrélés a d’anciens foyers de toxoplasmose

oculaire (32,33).

Figure 12 : Choriorétinite toxoplasmique de couleur jaundtre (34).
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Cette uvéite est communément accompagnée d’une inflammation vitréenne, d’intensité
variable selon la localisation du foyer, mais aussi d’une inflammation de la rétine et de la
choroide d’ou découle le nom de choriorétinite ou rétinochoroidite (figure 12). Si un vaisseau
sanguin est présent a proximit¢é du foyer, une vascularite peut aussi étre présente.
L’inflammation vitréenne aussi appelée hyalite peut parfois géner I’examen du fond d’ceil et
masquer la Iésion (16,35).

En principe le vitré reste clair, mais il peut se troubler suite a une exsudation importante et des
débris cellulaires. Une inflammation intraoculaire persistante peut conduire a une contraction
du vitré. Un détachement de la rétine est alors fréquent. Un cedéme papillaire ainsi qu'une

inflammation du segment antérieur sont souvent associés (36).

Le principal symptome de l'uvéite postérieure est un trouble visuel, en particulier des
myodésopsies, c'est a dire la perception de points noirs dans le champ visuel et la baisse de

l'acuité visuelle. Rougeur et douleur sont généralement absentes.

La choriorétinite est souvent unique et unilatérale. Elle se développe sur la macula ou sur la
périphérie de la rétine. Les foyers extra-maculaires peuvent se situer n'importe ou sur la rétine,
mais ils se rencontrent cependant plus souvent au niveau du pdle postérieur et autour de la
papille. Ils sont alors appelés foyers juxta-papillaires. Les signes fonctionnels découlent de la

localisation du foyer de rétinite nécrosante.

La forme centrale, c’est-a-dire lorsque la 1ésion est située au niveau de la fovea, présente comme
signe fonctionnel principal la baisse d’acuité visuelle. D’autres signes peuvent étre présents
comme des myodésopsies, une sensation de brouillard diffus ou localisé, des photopsies, un

voile diffus et méme parfois des douleurs.

La forme périphérique est caractérisée comme un trouble primitif du vitré avec la présence de

myodésopsies, de brouillard ou de photopsies.

La forme juxta-papillaire est définie par une baisse visuelle en forme de croissant. Il y a
possibilité d’une invasion du nerf optique le long de sa gaine. S’il y a extension d’une 1ésion
juxta-papillaire cela peut donner lieu a une neurorétinite toxoplasmique. Cette forme est
marquée par une baisse d’acuité visuelle d’intensité variable ainsi que d’un cedéme de la téte

du nerf optique et d’une hyalite (37).
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De maniere générale, la cicatrisation du foyer actif, chez les patients immunocompétents,
survient de fagcon spontanée ou sous traitement entre un et quatre mois laissant place a une
cicatrice hyper-pigmentée (35). Elle évolue en s'atrophiant et en se pigmentant pendant que les
bords se dessinent avec plus de netteté. La choroide et la rétine étant plus ou moins détruites, la
sclére devient visible. L'atrophie et la pigmentation débutent au centre de la lésion pour
s'étendre progressivement vers la périphérie. L'emplacement de 1'ancien foyer de choriorétinite

n'est plus localisable que par une cicatrice pigmentée et atrophique (figure 13).

Figure 13 : Lésion toxoplasmique cicatricielle périphérique (34).

2.2.2. Formes atypiques et complications

L'affirmation du diagnostic de choriorétinite toxoplasmique n'est pas toujours facile surtout
quand la clinique est atypique. Parfois les 1ésions sont multifocales, bilatérales ou diffuses, et
peuvent alors étre confondues avec un syndrome de nécrose rétinienne, une rétinite a
cytomégalovirus, une nécrose rétinienne aigué au virus herpes simplex ou au virus varicelle-
zona (38,39). Ces I¢ésions atypiques semblent survenir plus fréquemment chez les personnes de
plus de cinquante ans. Une hypothése est que 1'age augmente la susceptibilité des personnes aux
Iésions atypiques par le fait que leurs défenses immunitaires commencent a étre moins

performantes. La prolifération des lymphocytes serait moins rapide, diminuant la réponse aux
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stimulations antigéniques. La toxoplasmose oculaire serait ainsi trés largement sous-estimée

dans cette catégorie de population.

Les complications sont souvent liées a la taille de la 1ésion rétienne et a I’inflammation

intraoculaire.

La neuropathie optique ou névrite optique est une inflammation provoquée par une atteinte du
nerf optique. Le diagnostic est donc délicat devant ce type de symptome sans lésion évocatrice
associée. Les symptomes associés a ce type de toxoplasmose sont une lésion blanche

inflammatoire au niveau de la papille accompagnée d’une hyalite (38).

La toxoplasmose ponctuée de la rétine se caractérise par de petites 1ésions multifocales, de
diamétre inférieur & un millimetre, situées dans les couches profondes de la rétine et de
I'épithélium pigmentaire rétinien. Etant donné que le processus inflammatoire est limité aux
couches externes de la rétine, il n'y a généralement pas d'inflammation vitréenne ou simplement
une inflammation superficielle. Apres la phase aigu€, de fines 1ésions granuleuses gris-blanc
subsisteront. Fréquemment, une neuropathie optique secondaire survient, entralnant une perte

visuelle importante. Cette forme est surtout retrouvée chez les patients jeunes (26).

Dans la forme extensive largement destructive, il existe des foyers de rétinites séveres avec
propagation de proche en proche a partir de foyers mal cicatrisés. Cette forme est spontanément
extensive. Cela provoque un retentissement fonctionnel a [’origine de beaucoup de
complications telles que la cataracte, ’hypertonie ou des décollements de la rétine. Cette forme

est retrouvée majoritairement dans les pays a forte endémie.

Les complications peuvent aussi étre de type vasculaires comme la néo-vascularisation
choroidienne a cause de I’altération de la membrane de Brush, une couche de 1’épithélium
pigmentaire. Plusieurs séries de cas ont rapporté des améliorations morphologiques et
fonctionnelles encourageantes suite a l'injection intra-vitréenne d’anticorps anti-facteur de
croissance de 1’endothélium vasculaire (vascular endothelial growth factor, VEGF) (40),
soutenant le role des facteurs de croissance vasculaire et des cytokines pro-inflammatoires dans
les complications oculaires (26,41). Il peut aussi se produire des occlusions vasculaires
rétiniennes, artérielles ou veineuses. L’occlusion des vaisseaux peut se produire par contiguité

au site de choriorétinite toxoplasmique ou directement sur le foyer de toxoplasmose active.
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Dans ce cas, c’est le foyer qui est directement responsable de ’occlusion vasculaire par
compression. Pour préciser les limites et les caractéristiques de 1’occlusion, I’ophtalmologiste

réalise une angiographie a la fluorescéine (16,38).

Une membrane épirétinienne est une prolifération cellulaire bénigne, d’évolution lente,
indolore se développant sur la macula (16). En se contractant, la membrane provoque un
plissement et/ou un épaississement plus ou moins sévere de la rétine, qui peut entrainer une
géne visuelle. Cela se manifeste le plus souvent par une vision déformée, une baisse visuelle
ou un flou visuel. Les membranes épirétiniennes s’inserent sur les foyers de toxoplasmose ou a
proximité de ces lésions pouvant provoquer des déchirures, des syndromes de traction

maculaire ou des cedémes maculaires.

Le décollement séreux rétinien est une complication de foyers de 1ésions toxoplasmiques plus
profonds que les cas typiques. Dans ce type de cas, la hyalite est modérée et le décollement peut
s'étendre a distance du foyer et entrainer une baisse d'acuité visuelle s'il atteint la macula (38).
Il est possible de confirmer le décollement séreux par une tomographie a cohérence optique et

par la présence d’une hypofluorescence lors d’une angiographie (16).

Les déchirures rétiniennes peuvent étre situées a proximité des foyers actifs ou cicatriciels de
rétinochoroidite toxoplasmique. Dans d'autres cas, notamment aprés une hyalite intense et
prolongée, des brides vitréennes sont responsables de déchirures ou de décollements

tractionnels (16).

D'autre part il est possible que le parasite atteigne 1'uvée antérieure, a savoir l'iris et les corps
ciliaires par contiguité a partir de 1’uvéite postérieure. Dans ce cas, la baisse de vision est
accompagnée de douleur, de rougeur ciliaire, de photophobie et d’une pression intraoculaire
¢levée a cause de I’obstruction du réseau trabéculaire par des cellules inflammatoires et des
débris cellulaires. L'examen du segment antérieur grace a une lampe a fente permet d'observer
un effet de Tyndall dans 'humeur aqueuse suite au passage des éléments figurés du sang et des
grosses protéines du plasma a cause de l'inflammation. Les atteintes du tractus uvéal peuvent
¢galement étre associées a diverses complications oculaires physiologiques ou mécaniques
telles que la cataracte, le nystagmus, le strabisme, I’atrophie de la papille, I’altération du vitré
et la microphtalmie. La sévérité de I'atteinte du segment antérieur, I'augmentation de la pression

intraoculaire et la réaction inflammatoire du vitré sont significativement corrélées (26).
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2.3. Diagnostic biologique de la toxoplasmose oculaire

Lors d’une infection typique par Toxoplasma gondii, le diagnostic clinique est suffisant pour
déterminer I’infection. Or, lors d’une présentation atypique ou d’une présentation pouvant étre
confondue avec un autre microorganisme, il est possible d’avoir recours a la biologie afin de
confirmer I’hypothése. Pour confirmer une atteinte oculaire, le diagnostic biologique repose sur
la mise en évidence du parasite et la production intra-oculaire d’anticorps anti-Toxoplasma

gondlii.

2.3.1. Recherche d’anticorps

La présence du parasite est mise en évidence grace a la détection d’anticorps anti-Toxoplasma
gondii dans le sang. La sensibilité de cette technique est de 100%, a I’exception de syndromes
trés rares pouvant entrainer un déficit d’immunoglobulines (16). C’est pourquoi en cas de

résultat biologique négatif, le diagnostic de toxoplasmose oculaire est éliminé.

Les techniques d’analyse des anticorps sont les tests sérologiques tels que le test de lyse,
I’ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), I’'immunofluorescence indirecte (IFI) et les
tests d’agglutination. Elles permettent de déterminer la présence et le taux d’anticorps dans le

sérum. (16)

Il existe plusieurs isotypes d’anticorps dans le sang périphérique, cela permet de dater le
moment de ’infection par Toxoplasma gondii. Lors de la primo-infection, on retrouve dans le
sérum des IgM et des IgA entre sept et quatorze jours apres la contamination. Leurs taux
augmentent durant les deux premiers mois puis diminuent en-dessous du seuil de détection vers
le huitieme mois post-infection. L’apparition des IgG se fait environ quatorze a vingt-et-un
jours apres I’infection (figure 14). Cet isotype augmente jusqu’au troisiéme mois, persiste a des
taux élevés puis diminue progressivement jusqu’a atteindre un taux faible mais persistant

démontrant I’infection de la personne par 7. gondii.
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Figure 14 : Cinétique de la réponse des anticorps face a un antigene (5).

o Test de lyse ou dye-test :

Le dye-test est un test de neutralisation. Il consiste a incuber le sérum a analyser avec une
solution contenant des tachyzoites vivants et des protéines du complément puis a ajouter une
solution de bleu de méthyléne. Si le sérum ne contient pas d’anticorps anti-7. gondii les
toxoplasmes ne sont pas lysés et le colorant bleu est visible a I’intérieur du parasite. Au contraire
si le sérum contient des anticorps spécifiques anti-7. gondii, les tachyzoites seront lysés par les

protéines du complément, apparaitront minces et déformés et sans coloration bleue (42).

Depuis de nombreuses années, ce test est considéré comme le gold standard en maticre de
sensibilité et spécificité pour la détection des anticorps anti-7oxoplasma, mais il n’est plus
pratiqué que dans quelques laboratoires spécialisés car il est complexe techniquement (nécessité
d’inactiver le sérum analysé et d’additionner du complément issu de sérum frais dépourvu

d’anticorps spécifiques anti-7oxoplasma, nécessité de formation d’un technicien expérimenté,
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potentiellement dangereux pour les laborantins) et logistiquement car il requiert notamment

d’entretenir une culture du parasite dans le laboratoire (25).

o ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

L’ELISA est un dosage immunologique parmi les plus couramment utilisés. Il s’agit d’une
technique permettant la détection d’anticorps dans un prélévement grace a la visualisation d’une

réaction enzymatique colorimétrique (43).

Substrat

ELISA indirecte

Figure 15 : Représentation schematique de la technique ELISA indirecte (44).

Dans une technique d’ELISA indirecte, le puit de microtitration est recouvert des antigénes de
T. gondii. Le sérum a analyser donne lieu a une réaction antigéne-anticorps si le patient est
infecté (figure 15). Un second anticorps anti-immunoglobulines A, G ou M humaines couplé a
une enzyme (phosphatase alcaline) est ajouté et se lie aux anticorps du patient. Une réaction
chimique transforme le substrat de I’enzyme en composé coloré¢ détectable par

spectrophotométrie.
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o Immunofluorescence indirecte

Dans la technique d’immunofluorescence indirecte, des tachyzoites entiers sont fixés sur des
lames de verre. Le sérum a tester est ajouté sur ces antigeénes. Si le sérum contient des anticorps
anti-Toxoplasma, ils sont révélés par un anticorps anti-immunoglobulines humaines marqué a
la fluorescéine (figure 16). Une lecture par microscope a fluorescence permet de déterminer le

résultat du test (25,45).

Excitationdans I'UV Emission de fluorescence

<" Ac anti Ac couplé
a un fluorochrome

Auto-Ac du
patient

AAA

k4
i & Fluorophore

Figure 16 : Représentation schématique de la technique d’analyse d’ immunofluorescence

indirecte (46).

o Test d’agglutination

Une agglutination de parasites ou de particules de latex recouverte d’antigeénes parasitaires est
observée en présence d’anticorps spécifiques. Cette réaction provoque la formation d’amas

visibles sur une surface plane ou dans un puit (47).
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2.3.2. Recherche parasitologique

Le diagnostic parasitologique correspond a la mise en évidence du parasite 7. gondii au niveau
de I’humeur aqueuse. Cela est possible par amplification génique par la technique de
Polymerase Chain Reaction (PCR) ou de PCR quantitative en temps réel.

La sensibilité de cette technique est faible (34%) mais la spécificité est excellente (100%).

La PCR est une technique d’amplification d’ADN (figure 17). Chaque cycle est constitué¢ de
trois étapes (48) :

- Dénaturation de I’ADN par chauffage afin de séparer les deux brins qui le compose ;

- Hybridation des amorces des extrémités de la séquence recherchée ;

- Elongation grace a I’action de I’ADN polymérase.
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Etape lll : Hausse de la température
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Figure 17 : Principe de ’amplification par PCR (48).

La PCR quantitative repose sur la possibilité de suivre la quantit¢é d’ADN présente dans la
réaction a tout instant et pas seulement a la fin des cycles comme pour la PCR classique. Cela

est permis grace a I’utilisation de sondes fluorescentes qui se fixent sur I’ADN a chaque cycle.
2.3.3. Analyse sérum / humeur aqueuse

La méthode la plus utilisée pour comparer les profils immunologiques et ainsi confirmer la

théorie de toxoplasmose oculaire est le coefficient de Witmer-Desmonts. Ce coefficient

détermine le rapport entre la charge immunitaire de ’humeur aqueuse et du sérum. Cette valeur

se détermine par la formule suivante :

Coefficient de Desmonts : (IgG anti-Toxoplasma gondii / 1gG totales) humeur aqueuse

(IgG anti-Toxoplasma gondii / 1gG totales) sérum
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La confirmation de la présence d’anticorps intraoculaires est déterminée apres interprétation de
ce coefficient selon les conditions suivantes :
- Coefficient > 3 : significatif témoignant d’une production locale d’anticorps anti-
Toxoplasma gondii ;
- 2 <Coefficient < 3 : douteux témoignant d une production locale probable d’anticorps ;

- Coefficient < 2 : absence d’une production locale d’anticorps.

La sensibilité du calcul pour les IgG anti-Toxoplasma gondii se situe autour des 50-60% et la
spécificité¢ est de 100% (25,28). Le résultat peut étre altéré suivant I’importance de

I’inflammation ou la présence de complexes immuns au niveau oculaire (25).
L’ELISA est une méthode d’analyse pouvant aussi servir a déterminer 1’hypothése de
toxoplasmose. Cette technique permet de déterminer les titres des IgG anti-T. gondii dans le

sérum et dans I’humeur aqueuse puis de calculer I’index toxoplasmique selon la formule :

IgG anti-Toxoplasma gondii du sérum

IgG anti-Toxoplasma gondii de I’humeur aqueuse

- Index <2 : positif pour la toxoplasmose oculaire ;
- 2<Index < 3 : équivoque ;

- Index > 3 : négatif pour la toxoplasmose oculaire.

Pour éliminer 1’hypothése d’une Iésion de la barriére hématorétinienne, I’index d’IgG anti-
ourliens (présents chez les personnes vaccinées contre les oreillons) entre le sérum et I’humeur
aqueuse est déterminé. Si cet index est négatif, la présence d’un index toxoplasmose positif ou
équivoque permet de conclure a une toxoplasmose oculaire. S’il est positif ou équivoque, cela
indique que la barriere est lésée et par conséquent les résultats obtenus pour I’index
toxoplasmique ne peuvent étre interprétés.

En cas de suspicion de 1ésion de la barriére hématorétinienne, une immuno-empreinte peut étre
réalisée. Cette technique est basée sur la reconnaissance de protéines parasitaires séparées selon
leur poids moléculaire dans un gel de polyacrylamide puis transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Les anticorps présents dans I’humeur aqueuse reconnaissent en général des

antigeénes toxoplasmiques différents de ceux reconnus par les anticorps sériques.

44



Cela est illustré par la visualisation de bandes supplémentaires sur la membrane de
nitrocellulose mise en présence de I’humeur aqueuse par rapport a celle mise en présence du
sérum. La mise en évidence d’une synthése locale d’IgG spécifiques confirme le diagnostic de

toxoplasmose oculaire méme en cas de rupture de la barriére hémato-rétinienne.

| Suspicion clinique d’une toxoplasmose oculaire au FO |

Prélévement de sérum et d’humeur aqueuse

v

Sérologie toxoplasmique

v (1gG/1gM)
Sérologie Négative v
Sérologie Positive
Il s"agit d’une TO -
4 - Recherche de parasite dans 'HA
PCR Positive <€ par PCR

" PCR Négative
Présence d’IgG locales -

A

Recherche d’une production locale d’'IgG
Analyse comparée sérum/HA)

Présence d'IgG locales avec
Profils différents barriére hémato rétinienne lésée

¥

Immunoblot profils comparés
1gG sérum/HA

» Profils identiques sérum/HA

Il ne s"agit probablement pas d'une TO v
poursuite du bilan étiologique Interprétation impossible
TO non confirmée

Figure 18 : Démarche diagnostic en cas de suspicion de toxoplasmose oculaire (FO : fond

d’eil, HA : humeur aqueuse, TO : toxoplasmose oculaire) (28).

L’utilisation simultanée des techniques ELISA, immuno-empreinte et PCR permet d’atteindre
une sensibilité de 83 % pour le diagnostic de choriorétinite toxoplasmique. En y ajoutant la
détection des IgA par ELISA, la sensibilité atteint 91 %. Cependant, un résultat de faux négatif
peut étre observé dans environ 10 % des cas et doit amener les cliniciens a ne pas exclure un
diagnostic de toxoplasmose oculaire devant une forte suspicion clinique non confirmée par le

diagnostic biologique (figure 18) (28).
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3. Traitements

3.1. Traitements actuels

Les traitements actuels reposent sur une association de molécules antiparasitaires et anti-
inflammatoires. Les objectifs du traitement sont les suivants :
e avoir une activité efficace contre les tachyzoites ;
e assurer une biodisponibilité intraoculaire suffisante ;
e limiter les effets indésirables locaux et généraux des traitements afin de favoriser sa
poursuite et son observance ;
e moduler la réponse inflammatoire de 1’hote, c'est-a-dire permettre 1’élimination des

parasites tout en le protégeant d’une réponse excessive potentiellement délétere.

Tous les cas de toxoplasmose oculaire ne sont pas traités. Les ophtalmologistes prennent en
compte plusieurs facteurs avant la mise en place d’une thérapie, tels que la localisation de la
1ésion, la taille, I’inflammation et le type de lésion. Il existe un nombre important de cas de
toxoplasmose oculaire se résolvant naturellement, cependant les traitements médicamenteux
sont associés a une réduction de la taille de la 1ésion de rétinochoroidite active, a une

récupération visuelle plus rapide ainsi qu’a un risque de récidive moins élevé (36).

Généralement, chez les sujets immunocompétents, seuls les foyers présentant une menace
visuelle doivent étre traités. En pratique, un traitement est indiqué pour traiter toutes les
choriorétinites menagant la macula, se situant a proximité du nerf optique ou supérieur a deux
fois le diamétre du disque optique, pour les Iésions au sein des arcades vasculaires ou

s’accompagnant d’une hyalite sévere (36).

Chez les patients immunodéprimés, tous les foyers doivent étre traités, quelle que soit la

localisation initiale, en raison du risque important de nécrose rétinienne extensive.

Les femmes enceintes n’ont pas de contre-indication au traitement. Les indications sont en
fonction de la localisation du foyer comme vu précédemment mais aussi de la toxicité de
certaines molécules, alors contre-indiquées. Il n’y a pas de risque de transmission materno-
feetale de l’infection, sauf s’il s’agit d’une atteinte oculaire contemporaine d’une primo-

infection (27).
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3.1.1. Traitement de la choriorétinite toxoplasmique

Plusieurs molécules sont couramment utilisées dans la lutte contre la toxoplasmose oculaire

telles que la pyriméthamine, la sulfadiazine, le cotrimoxazole, 1’azithromycine.

Les médicaments actuellement recommandés pour le traitement de la toxoplasmose oculaire
ciblent le stade tachyzoite du parasite et n'éradiquent pas les parasites enkystés dans les tissus.
Les indications thérapeutiques sont trés peu consensuelles et fluctuent entre abstention
thérapeutique ou traitement par molécules antiparasitaires et corticoides. Nous allons détailler

les trois schémas thérapeutiques les plus prescrits par les ophtalmologistes.

3.1.1.1. Pyriméthamine / Sulfadiazine

La thérapie la plus commune, est la synergie pyriméthamine / sulfadiazine (35,49).

La pyriméthamine fait partie du groupe des diaminopyrimidines (figure 19). Cette molécule est

définie comme un antipaludéen de synthese, il s’agit de l'agent le plus actif contre le

toxoplasme.
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Figure 19 : Structure chimique de la pyriméthamine (50).

Son mécanisme d’action consiste a empécher la conversion endogene de 1'acide dihydrofolique
en acide folinique grace a I’inhibition de la dihydrofolate réductase (figure 20). La

pyriméthamine est 1’antifolinique le plus puissant.
L’acide folinique est essentiel pour la fabrication des nucléotides, la pyriméthamine est donc

fatale au toxoplasme provoquant une modification morphologique et des effets cytotoxiques

comme I’inhibition de la division cellulaire. Cependant, la pyriméthamine agit également sur
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la dihydrofolate réductase des mammiferes. Méme si la sensibilité de 'enzyme de Toxoplasma
gondii est plus grande a cette action, cet effet délétere limite la posologie chez I'Homme sous

peine de provoquer une carence en folates.

Acide Para Amino Benzoique + pteridine
Dihydropteroate synthétase V‘
Acide dihydroptéoique
'/" ~ Glutamate
Acide dihydrofolique
Dihydrofolate reductase \%,r" NADPH
Ty T NADP:
[PYRIMETHAMINE  Acide folinique

Figure 20 : Mécanisme d’action de la pyriméthamine (51)

Cette molécule posséde une bonne diffusion tissulaire. Ses principaux effets indésirables sont :
- hématologiques (leucopénie, neutropénie, thrombopénie, anémie) prévenus ou corrigés
par l'administration d'acide folinique ;

- cutanés, ce qui impose 1’arrét de la prescription.

La sulfadiazine est le sulfamide le plus rapidement actif et le plus utilisé en raison de sa bonne

tolérance (figure 21).

o o0 N7
N/ |
S\N SN
O
H,N Ag®

Figure 21 : Structure chimique de la sulfadiazine (52).
Cette molécule agit en inhibant 1’acide dihydroptéoique permettant in fine la formation d’acide

folinique (figure 22). Les sulfamides agissent donc sur la méme chaine enzymatique mais a un

niveau différent de la pyriméthamine.
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Figure 22 : Mécanisme d’action des sulfamides (51).

L'activité de la pyriméthamine est multipliée par six lorsqu'elle est combinée aux sulfamides ce
qui permet son utilisation a des doses moins toxiques dans l'espéce humaine. L’efficacité
thérapeutique de cette association moléculaire s’explique par la synergie des deux molécules.
En effet les deux médicaments agissent en deux points différents du métabolisme de l'acide

folinique.

Le schéma thérapeutique débute a une dose initiale de pyriméthamine variant de 75 a 100 mg
par jour pendant deux jours puis les jours suivants, la posologie est réduite a une dose
d’entretien de 25 a 50 mg par jour. A cela est associé la sulfadiazine a une dose de 1 mg toutes

les six heures (33,36,49,53).

En raison des risques d’anémie, il est conseillé de réaliser une surveillance hématologique au
début du traitement. Dans le cas ou les plaquettes chuteraient en dessous de 200 000/mm? ou si
la numération des leucocytes décroit en dessous de 5000/mm?® ou encore si les hématies sont
inférieures a 4000/mm?, I’administration doit étre suspendue. De plus, afin de minimiser les
effets indésirables hématologiques, il est nécessaire d’administrer une dose entre 5 et 10 mg
d’acide folinique par jour, sous forme de folinate de calcium (33,49). La prise concomitante de
corticostéroides tels que la prednisolone est souvent prescrite. La dose est de 1 mg/kg/jour et

débute a partir du troisiéme jour de traitement pour deux a six semaines (33).

Une progression thérapeutique peut étre détectée en quatre a six semaines de traitement.
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3.1.1.2. Triméthoprime / Sulfaméthoxazole

Une alternative thérapeutique souvent utilisée est [’association triméthoprime /

sulfaméthoxazole. Ce traitement est aussi utilisé en prophylaxie primaire.

Ces molécules interviennent toutes deux dans I’inhibition du métabolisme de 1’acide folinique.
Le triméthoprime fait partie de la famille des diaminopyrimidines tout comme la pyriméthamine
(figure 23) et le sulfaméthoxazole fait partie de la famille des sulfamides comme la sulfadiazine
(figure 24). Le triméthoprime empéche la formation d’acide folinique par inhibition de la

dihydrofolate réductase mais avec une action 50 a 100 fois moindre que la pyriméthamine.

Figure 23 : Structure chimique du triméthoprime (54).

Quant au sulfaméthoxazole, il empéche la réaction de transformation de 1’acide para-amino-
benzoique en acide dihydroptéoique puis en acide dihydrofolique via I’inhibition de la

dihydroptéroate synthétase.
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Figure 24 : Structure chimique du sulfaméthoxazole (54).

Cette thérapeutique est prescrite a une dose de 80 mg de triméthoprime et de 400 mg de
sulfaméthoxazole toutes les douze heures. Elle est généralement associée a 1 mg/kg/jour de
prednisolone. L’anti-inflammatoire est débuté trois jours aprés le début de la prise des

antiparasitaires (33).

50



Il s’agit actuellement d’un schéma thérapeutique trés apprécié¢ par les prescripteurs en raison
d’une efficacité similaire au schéma précédent et a la survenue moindre d’effets secondaires.
En effet les effets indésirables principaux sont :

- digestifs ;

- réactions allergiques.

3.1.1.3. Azithromycine / Pyriméthamine

Une combinaison assez récente est 1’association d’azithromycine et de pyriméthamine.
y Yy

L’azithromycine fait partie de la famille des macrolides (figure 25). Cette molécule se lie a la

sous-unité 50S des ribosomes, cela inhibe la translocation de la chaine protéique naissante du

site A vers le site P. Le degré d’inhibition est proportionnel a la concentration de la molécule.

HaC
W—CHs
(o O CH3
OCH;
CHs
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Figure 25 : Structure chimique de I’azithromycine (55).

Le traitement consiste a prendre deux comprimés d’azithromycine dosés a 250 mg et de
pyriméthamine dosés a 50 mg le premier jour puis a prendre un comprimé par jour des deux
molécules pendant trois semaines. A ceci est associée une dose de 25 mg d’acide folique a
prendre trois fois par semaine. Afin d’éviter au maximum les effets inflammatoires, de la
prednisolone est prescrite a partir du troisiéme jour a une dose de 60 mg la premicre semaine,

puis 40 mg la deuxiéme semaine et 20 mg la troisiéme semaine (38).
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L'azithromycine et la pyriméthamine ont des effets synergiques, ce qui permet d'utiliser ces
molécules a des posologies plus faibles. L'association et la demi-vie longue de 1’azithromycine

permet une durée d'action méme quinze jours apres l'arrét du traitement.

Les effets indésirables potentiels liés a 1’azithromycine sont :
- les effets gastro-intestinaux tels que les vomissements, les diarrhées ou les douleurs

abdominales.

Il existe d’autres schémas thérapeutiques comme la clindamycine dosée a 300 mg toutes les six
heures en prise simultanée avec pyriméthamine / sulfadiazine pendant quatre a six semaines,

mais aussi ’utilisation d’atovaquone, d’azithromycine, de clindamycine ou de clarithromycine.

3.1.2. Traitement de Pinflammation

Les corticoides sont utilisés dans le cadre du traitement de la toxoplasmose oculaire afin de
prévenir les complications présumées de I’inflammation. Une utilisation seule des corticoides
peut conduire a des effets indésirables tels que la cécité. C’est pourquoi pour bénéficier d’effets
positifs sur la maladie il est nécessaire de coupler ’anti-inflammatoire avec le schéma

thérapeutique antiparasitaire (33). La dose prescrite varie entre 0,5 et 1 mg/kg/jour (33,36).

Les corticoides sont utilisés en décalés par rapport au traitement antiparasitaire, ils sont débutés
trois jours apres le début du traitement. La molécule la plus employée est la prednisone a une
dose de 40 a 60 mg par jour pendant la 1° semaine puis la dose sera diminuée graduellement.
La durée du traitement est variable, a adapter en fonction de 1’évolution du foyer. Dans certains
cas, des bolus intraveineux sont nécessaires en cas de menace directe de la fonction visuelle

(foyer papillaire, décollement séreux maculaire...).

Leur utilisation est contre-indiquée chez les patients immunodéprimés et doit étre prudente chez

les personnes agées qui présentent parfois une immunité affaiblie.
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3.2. Traitements en développement

Face aux longues durées de traitement, ’incapacité a éliminer totalement 1’infection, la
survenue d’effets indésirables liés aux traitements actuels, la communauté scientifique est en
quéte de nouveaux traitements anti-toxoplasmiques. Le médicament idéal aurait les propriétés
suivantes :

e Une toxicité diminuée par rapport aux médicaments existants ;

e Aucun danger pour une utilisation pendant la grossesse ;

e Une efficacité accrue par rapport aux médicaments actuels ;

e La capacité de cibler les tachyzoites pour traiter les infections aigués ;

e La capacité de cibler les bradyzoites pour ¢éliminer les kystes tissulaires. (56)

Dans ce document, plusieurs cibles vont étre évoquées (figure 26). Il ne s’agit pas de passer en
revue toutes les molécules potentielles mais de se concentrer sur les molécules émergentes étant
actives sur les tachyzoites in vitro mais agissant aussi contre les infections aigués et chroniques
in vivo (56).
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de ’ensemble des cibles des traitements en développement

contre Toxoplasma gondii. (56)
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3.2.1. Molécules ciblant la chaine de transport d’électrons

La chaine respiratoire, ou chaine de transport d’électrons, est située au niveau de la membrane
interne mitochondriale. Elle est constituée de cinqg complexes protéiques et de deux
transporteurs mobiles (figure 27). Le principe est de transporter les é€lectrons venant des
coenzymes réduits, le NADH, H' et le FADH,, vers I’accepteur final, 1’oxygeéne moléculaire.
Ces réactions d’oxydoréductions produisent un gradient protonique de part et d’autre de la
membrane, ce qui permet in fine la synthése d’adénosine triphosphate (ATP), la « monnaie
énergétique » des cellules. (57,58). Cette énergie est la source de multiples réactions au sein de

la cellule, permettant la survie de I’organisme.

Espace intermembranaire

Cytochrome ¢

Matrice

Succinate Fumarate

NADH NAD" + H’

ATP + H,0

! nH

Complexe  Complexe Complexe Complexe Complexe
1 1 ] 1\ v

Figure 27 : Représentation du flux d’électrons et de protons a travers la membrane

mitochondriale. (59)

Le premier complexe protéique est un complexe NADH-coenzyme Q oxydoréductase. Il a pour
substrat le NADH, H* et permet le transport de quatre protons de la matrice mitochondriale a
I’espace intermembranaire. Le complexe II a une action succinate-coenzyme Q réductase, il
récupére les électrons du FADH:> et ne permet le transport d’aucun proton. Le complexe III ou
cytochrome bcl, a une action Coenzyme Q-cytochrome C réductase, et permet le transport de

quatre protons de la matrice mitochondriale a I’espace intermembranaire. Le complexe IV a
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une action cytochrome C oxydase et permet le transport de deux protons de la matrice

mitochondriale a I’espace intermembranaire.

Le coenzyme Q (ou ubiquinone) permet la transition entre le complexe I ou II et le complexe

III. Le cytochrome C permet la transition entre le complexe III et le complexe IV.

Les scientifiques étudient actuellement des molécules inhibitrices du complexe II1. Il s’agit de
quinolones de type endochine ou en anglais endochin-like-quinolone (ELQ, figure 28).
L’endochine est une 4-(1H)-quinolone initialement étudiée en 1948 comme médicament
antipaludéen dans un mod¢le aviaire de paludisme. Il aura fallu attendre 1951 pour que Gingrich
et Darrow découvrent que l'endochine était aussi active contre la toxoplasmose aviaire et

murine.

HsCO N
H

Figure 28 : Structure chimique de [’endochine (60)
L’optimisation de I’endochine a donné lieu aux 4(1H)-quinolone-3-diaryléthers. Ces molécules
peuvent cibler le site Qi et/ou Qo du cytochrome bc1l du complexe III (figure 26). Les molécules

ELQ-271 et ELQ-316 (figure 29) sont de puissants inhibiteurs de la prolifération de 7. gondii

in vitro grace a I’inhibition du site Qi.

SRSt IO
ELQ-271 H3CO ELQ-316

Figure 29 : Structures chimiques des molécules ELQ-271 et ELQO-316. (60)
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La Clso indique la concentration a laquelle une molécule est capable d’inhiber un processus

biologique de 50%. Ces valeurs rendent compte d’une grande efficacité des molécules étudiées

contre le toxoplasme. La TDso est la dose donnant 50% de toxicité sur les cellules hotes (ou

CCso = concentration donnant 50% de cytotoxicité).

Dans une étude menée en 2012 par J. Stone Doggett et al., I’efficacité in vitro et in vivo ’ELQ-

271 et ELQ-316 a été établi contre la souche 2F de 7. gondii (60).

Leurs valeurs respectives de Clso concernant la croissance de 7. gondii in vitro sont de
0,1 et 0,007 nM contre 138 nM pour 1’atovaquone, un médicament anti-toxoplasmique
ayant le méme mécanisme d’action que les ELQ. La TDso de ELQ-271 est de 9,3 uM
contre une lignée de cellules de fibroblastes de prépuce humain et aucune toxicité n'a
¢été observée avec ELQ-316 (TDso > 50 uM) (60). Les résultats donnent un index
thérapeutique (TDso/Clso) supérieur a 90 000 pour ELQ-271 et a 7x10° pour ELQ-316.

Les quinolones ont été optimisées pour éviter 1’inhibition du cytochrome bcl
humain (61). Dans I’étude de Doggett et al. de 2012, une comparaison de 1’inhibition
du cytochrome C du complexe III a été réalis¢ entre ELQ-271 et I’atovaquone chez des
souris OF1 infectées par 7. gondii et une culture de cellules de fibroblastes de prépuce
humain. La Clso permettant I’inhibition du cytochrome ¢ de 7. gondii, est de 30,6 nM
pour ELQ-271 et de 785 nM pour I’atovaquone. La Clso calculée sur la souche de
fibroblastes est de 818 nM pour ELQ-271 et supérieur a 10 uM pour I’atovaquone.

La DEs in vivo contre la toxoplasmose murine aigué, est la dose efficace médiane qui
correspond a la quantité de substance moyenne qui produit un effet (vomissement,
tremblement...) sur 50% de la population. Ce parameétre est moins €élevé pour ELQ-271
et ELQ-316 avec respectivement 0,14 mg/kg et 0,08 mg/kg que I’atovaquone avec 0,85
mg/kg.

Aucune dégradation de I’ELQ-271 ou de I’ELQ-316 par les microsomes hépatiques
humains ou de rat n’a été observé. Cela indique que les deux molécules sont sujettes a

une faible clairance métabolique hépatique in vivo.

Dans un essai contre la toxoplasmose chronique une réduction de 44% du nombre de

kystes a été observée dans le cerveau des souris infectées traitées par 1’atovaquone a 5
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mg/kg pendant seize jours par voie orale, contre une réduction de 87% et de 84% chez
les souris traitées par ELQ-271 a 5 mg/kg et 25 mg/kg et une réduction de 76% et 88%
chez les souris traitées par ELQ-316 a 5 mg/kg et 25 mg/kg (60).

La dose a 25 mg/kg n’est pas plus efficace que la dose a 5 mg/kg a cause de la
cristallinité¢ des molécules ELQ. En effet ces molécules ont une faible solubilité aqueuse
et une cristallinité élevée représentant une biodisponibilité diminuée et une limite pour
la prise per os (62). C’est pourquoi dans 1’étude de J. Stone Doggett et al. publiée en
2020 (62), un promédicament d’ELQ-316 a été créé. 1l s’agit d’ester carbonate de ELQ-
316, nommé ELQ-334. Cette forme permet I’amélioration de la biodisponibilité. Cela a

permis de multiplier par six la concentration plasmatique maximale d’ELQ-316 (62).

Dans les expériences de cette étude, les souris CBA/J infectées chroniquement par la
souche MS-ME49 ont été traitées par 5 mg/kg/jour de I’ELQ-316 par voie
intrapéritonéale, pendant cinq semaines. Aucun signe de toxicité n’a été observé. De
plus, les souris traitées par ELQ-316 ont vu leur survie augmenter et leur nombre de
kystes diminuer par rapport aux souris non traitées.

La molécule ELQ-334 a été administrée a la dose de 10 mg/kg pendant deux semaines
suite a I’infection chronique des souris par la souche MS-ME49 de T. gondii. Le nombre
de kystes a été réduit de 67% et la charge parasitaire par cerveau évaluée par PCR

quantitative a été réduite de 82 % par rapport aux souris témoins.

Afin de tester 1’efficacité d’ELQ-334 contre la toxoplasmose aigué, le traitement a été
administré par voie orale pendant cinq jours aprés 1’infection par la souche RH de T.
gondii. Le traitement a 5 mg/kg/jour a permis 50% de survie au jour 33, fin de
I’expérimentation. Cependant les souris traitées a 1 mg/kg ont montré les mémes signes

d’infection que les souris non traitées et ont dii étre euthanasiées au sixiéme jour.

Ces composés ont réduit le nombre de kystes mais ne les ont pas totalement éliminés dans les

modeéles de souris avec une immunité intacte. La cause de cette résistance au médicament n’a

pas été déterminée. Il n’a pas ét¢ démontré si la cause de la réfraction est spécifique a des

inhibiteurs individuels ou s’il s’agit d’un mécanisme général qui affecte de nombreux

médicaments.
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Globalement, ELQ-334 est un candidat trés prometteur pour le traitement de la toxoplasmose
avec une grande sélectivité, une bonne efficacité et une bonne tolérance. De plus ELQ-334
atteint des concentrations cérébrales plus élevées et nettement moins d’inhibition du

cytochrome b humain que I’atovaquone (60).

Ces composés sont prometteurs mais des mutations au niveau du site Qo et Qi surviennent
régulierement afin de résister face aux thérapeutiques. Les molécules pouvant inhiber les deux
sites représentent un fort potentiel thérapeutique. Les travaux d’Erin V. McConnell et al. ont
permis d’identifier plusieurs composés trés puissants inhibant la prolifération de 7. gondii a de
faibles concentrations (63).

En effet, la molécule ELQ-400 a 5 mg/kg a diminué I’infection aigué des souris infectées par
une souche virulente pour la souris de Toxoplasma gondii. Toutes les souris traitées ont survécu
et n’ont présenté aucun signe d’infection alors que les souris non traitées sont mortes entre huit
et quinze jours post infection par un faible inoculum de dix parasites. De plus, chez les souris
traitées, 7. gondii était indétectable dans les tissus ce qui indique que I’infection a diminué au
point d’étre contrélée immunologiquement, ou que ELQ-400 a résolu I’infection. D’autres
¢tudes seront nécessaires afin de poursuivre la recherche sur cette molécule, mais selon les
premiers résultats, ce compos¢ est prometteur et permettrait de fournir un traitement plus

efficace contre la toxoplasmose oculaire.

3.2.2. Molécules ciblant les protéines kinases dépendantes du calcium

Les protéines kinases dépendantes du calcium (Calcium-dependent protein kinases,CDPK) font
partie d’une famille de protéines kinases a sérine/thréonine présentes dans les plantes et une
multitude de protozoaires y compris les apicomplexes. Toxoplasma gondii comptabilise
quatorze génes cdpk dans son génome. La protéine kinase importante pour la prolifération de
T. gondii est la CDPK1. Elle permet la sécrétion de micronémes. Cela permet de garantir la

motilité du parasite donc I’invasion et la sortie des cellules hotes.

La CDPKI1 est inhibée par les bumped-kinase inhibitors (BKI). Ces inhibiteurs compétitifs
ciblent la poche de liaison a I’ATP de la CDPK1. Cette derniére est caractérisée par un acide
aminé gatekeeper glycine de petite taille (56,64,65). En effet au niveau des kinases humaines,

la typologie est différente, le résidu gardien est une méthionine, une molécule plus volumineuse,
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empéchant théoriquement la liaison des BKI. Il existe deux types de structures de BKI (figure

30) : les pyrazolopyrimidines (PPs) et les 5-aminopyrazole-4-carboxamides (ACs) (56).

NH, NH,

N—™ N N > N
R2 RZ
Pyrazolopyrimidine 5-aminopyrazole-4-carboxamide
(PP) (AC)

Figure 30 : Structures chimiques des pyrazolopyrimidines et des 5-aminopyrazole-4-
carboxamides (65)

Le composé BKI 1294 fait partie de la famille des pyrazolopyrimidines. Il présente une Clso, in
vitro, a 140 nM (66). Dans 1’étude menée par Doggett et al. en 2014, I’infection chez un groupe
de souris traitées a 30 mg/kg per os a diminué¢ de 93% (64). Dans les études suivantes,
I’utilisation de ce composé a permis d’augmenter la survie des hdtes. Cependant une toxicité
cardiaque a été¢ découverte et a empéché la progression de ce composé vers les phases de
développement clinique. Cette cardiotoxicité est due a I’inhibition du géne hERG (human ether-
a-go-go-related gene), un canal potassique provoquant un syndrome de QT long. Afin de
surmonter cela, les scientifiques ont produit une gamme de BKI optimisée pour éviter

I’inhibition d’hERG (56).

Le composé 32 ou BKI-1553, a une Clso contre le géne herg supérieure a 10 uM et une Clso
contre 7. gondii a 60 nM (64). 1l est capable de pénétrer dans le systeéme nerveux central et de
réduire considérablement le nombre de kystes cérébraux. L’étude menée en 2016 par Vidalala
et al. a conclu a la réduction de prés de 89% des kystes du tissu cérébral lors d’une infection
chronique de souris grace a un traitement pers os a 20 mg/kg pendant cinq jours (67). Le
composé 24, métaboliquement stable, a montré lui aussi des résultats prometteurs avec une Clsg
in vitro de 610 nM contre 7. gondii et de 20 uM contre les kinases humaines. Cette molécule a

permis d’augmenter la survie des souris infectées chroniquement par la souche Pru-Luc.
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De plus, le nombre de kystes cérébraux a diminué lors de 1’administration de la molécule par

voie intrapéritonéale a la dose de 5 mg/kg pendant cinqg jours (64).

Des BKI de type AC ont aussi été produites. Cela a donné le composé 35 capable d’atteindre le
systéme nerveux central et présentant une Clso de 89 nM sur 7. gondii in vitro (68). Dans 1’étude
de Huang et al. En 2015 (68) une administration du composé 35 a 20 mg/kg a réduit I’infection
aigué par 7. gondii sous la limite de détection des tachyzoites dans la rate et le liquide péritonéal
de souris. De plus le composé¢ 35 a démontré une réduction de plus de cinq fois de la
concentration moyenne d’ADN détectable de 7. gondii dans le cerveau, ce qui suggere que le
composé atteint des concentrations cérébrales suffisantes pour inhiber la réplication du parasite.
Aucun composé, dans cette étude, n’a montré de toxicité significative sur les souris a des

concentrations allant jusqu’a 30 uM.

Une autre classe de molécules, nommée imidazo[1,2-b]pyridazine a été étudiée a I’université
de Tours (69). Les imidazo[ 1,2-b]pyridazines sont des composés peu solubles dans ’eau, c’est
pourquoi ils sont utilisés sous forme de sels d’imidazo[1,2-b]pyridazines. Grace a cette
structure, la vitesse de dissolution est augmentée ce qui permet d’améliorer la
pharmacocinétique de la molécule. Dans cette étude les composés SP230, SP231 et SP232 sont

les sels des composés 16a, 16b et 16f.
- Les tests in vitro ont démontré une grande efficacité de I’activité de ces molécules sur la

CDPKI1 de T. gondii et sur les tachyzoites de 7. gondii alors que la toxicité pour les

cellules de mammiferes est faible (tableau 1).
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Clso sur Pactivité | Clso sur la croissance de | CCsp sur les fibroblastes de
de CDPK1 (uM) T. gondii (uM) prépuce humain (HFF) (uM)
16a 0,014 0,064 >30
SP230 0,018 0,087 >30
16b 0,15 0,306 243
SP231 0,023 0,263 >30
16f 0,008 0,074 >30
SP232 0,015 0,052 >30

Tableau 1 : Profils d’activité des imidazo[1,2-b]pyridazines 16a, 16b et 16f, et de leurs sels

respectifs d'imidazo[1,2-b]pyridazine SP230, SP231 et SP232

Les scientifiques expliquent les meilleurs résultats obtenus avec le sel SP231 du composé 16b

par une meilleure dissolution de SP231 dans 1’eau que 16b dans le solvant diméthylsulfoxide.

Tous les composés ont montré un métabolisme rapide in vitro avec en téte la molécule
SP230 avec une clairance intrinséque de 381,6 uL/min/mg par les microsomes de rat et

73,1 uL/min/mg par les microsomes de souris.

Le profil pharmacocinétique a été évalué avec 1’administration de 50 mg/kg, par voie
intrapéritonéale, de SP230 chez des souris Swiss OF1 infectées par la souche ME49 de T.
gondii. La molécule diffuse rapidement dans tout I’organisme y compris la barriere
hémato-encéphalique et les poumons. La concentration cérébrale de SP230 était de 24
uM, la concentration pulmonaire de 8,7 uM alors que la concentration nécessaire pour

I’inhibition de 50% de CDPKI1 de 7. gondii n’est que de 18 nM.

Dans une autre expérimentation, le traitement était injecté quotidiennement par voie intra-
péritonéale de JO ouJ1 aJ7 a 50 mg/kg ou de J1 a J4 a 25 mg/kg. Tous les groupes ont vu
les infections pulmonaires se réduire d’au moins 90% par rapport aux souris non traitées.
SP231 et SP232 étaient les plus efficaces avec respectivement 98% et 97% de réduction
de la charge parasitaire apres le traitement de J1 a J7. SP230 a aussi réduit la charge
parasitaire pulmonaire mais la différence avec le groupe non traité n’était pas
significativement différente en raison de la charge parasitaire plus élevée chez une souris

du groupe.
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En ce qui concerne les charges parasitaires cérébrales, les mémes tendances ont été
observées avec plus de 90% de diminution chez les souris traitées.
Dans cette étude aucun signe de toxicité et aucune réaction allergique n’ont été observés,

et le comportement des souris était normal.

En 2021, I’équipe a publié les résultats sur I’inhibition de la transmission de Toxoplasma gondii
aux feetus grace a I'utilisation de SP230 (70). Les souris ont été infectées a mi-gestation par
voie intra-péritonéale ou par voie orale puis traitées par SP230 par la méme voie que I’infection.
Au 17%m¢ jour de gestation, la charge parasitaire cérébrale des souris gravides a été réduite de
98% par voie intra-péritonéale et 96% par voie orale. La diminution de la charge parasitaire
dans les poumons était significative par voie-intrapéritonéale (97% de réduction) mais non
significative par voie orale (49% de réduction). Contrairement aux résultats obtenus sur les
souris gravides, chez le feetus, I’inhibition est plus efficace apres traitement oral avec 97% de

réduction contre 66% par voie intra-péritonéale.

Les composés ciblant la CDPK1 ont une activité contre les stades aigus et chroniques de
I’infection parasitaire. A ce stade de développement, les BKI et analogues possédent les
caractéristiques souhaitables d'un nouveau médicament contre la toxoplasmose :
biodisponibilité orale, pénétration dans le tissu cérébral, efficacité contre les stades aigus et

latents de 7. gondii et aucune preuve de toxicité pour I'hote.

Ces résultats sont vraiment encourageants pour le développement de nouveaux traitements

adaptés aux femmes enceintes.

3.2.3. Molécules ciblant la synthese protéique

La synthése protéique de I’apicoplaste est une cible médicamenteuse connue par les
scientifiques. Certains médicaments, comme la clindamycine ou I’azithromycine, utilisent cette
voie afin de bloquer les infections. Chez Toxoplasma gondii 1’apicoplaste, plaste non
photosynthétique, a été acquis au cours de I’évolution aprés endosymbiose secondaire d’une
algue rouge. L’apicoplaste possede un role essentiel dans le développement parasitaire. En effet
il posséde un génome circulaire de 35 kb, riche en bases A-T, codant pour environ soixante

genes dont une ARN polymérase et des genes ribosomaux ainsi qu’une machinerie
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traductionnelle d’origine bactérienne. L’inhibition de la synthése protéique entraine alors
I’inhibition de la prolifération de 7. gondii (71).

Les parasites traités avec des molécules telles que la clindamycine, ciblant la traduction des
protéines de 1’apicoplaste, présentent un phénomeéne de mort retardée. En effet, les parasites
peuvent envahir de nouvelles cellules hotes mais ils ne sont plus capables de séparer
correctement leur apicoplaste au moment de leur division, ce qui suggere qu’un produit du
métabolisme des apicoplastes est nécessaire pour établir une nouvelle infection (56,71).
Cependant ces médicaments sont sources d’effets indésirables et les études menées ont conclues
que les souris infectées de maniere chronique n’avaient pas eu de réduction de la charge des

kystes cérébraux par rapport aux témoins.

De nouvelles pistes ont alors été développées par les chercheurs comme cibler la synthése des
protéines cytosoliques. La conversion des tachyzoites en bradyzoites est concomitante avec la
phosphorylation de la sous-unité o du facteur d'initiation eucaryote 2 de Toxoplasma gondii (Tg
elF2). Tg elF2 permet I’initiation de la traduction au niveau des ribosomes cytosoliques, ce qui
permet in fine, la synthése de protéines cytosoliques (72). Sa phosphorylation dérégule la

traduction cytosolique donc diminue la synthese des protéines.

Le guanabenz est un agoniste des récepteurs alpha adrénergiques. Il est utilis¢ comme
médicament antihypertenseur aux Etats-Unis. Son mécanisme d’action est I’inhibition de la
déphosphorylation de Tg elF2 favorisant la formation de bradyzoites et bloquant la réactivation
en tachyzoites in vitro (73). Cette molécule a I’avantage de traverser la barriére hémato-
encéphalique (74). L'application anti-toxoplasmique du guanabenz est envisageable car ce
médicament est déja approuvé par la Food and Drug Administration (FDA), avec un dossier
d'innocuité prouvée qui remonte a trente ans. Dans plusieurs études, cette molécule a permis de

prolonger la survie des souris de quelques jours dans les infections aigués (56,74).

Dans I’étude de 2019 de J. Martynowicz et al. (72), une diminution d’environ 75% des kystes
cérébraux a été observée chez les souris BALB/cJ infectées chroniquement et traitées par voie
intrapéritonéale a 5 mg/kg/jour pendant trois semaines, alors que les souris C57BL/6J n’ont pas
survécu a I’infection malgré le traitement au guanabenz. A noter que le nombre de kystes
cérébraux étaient plus élevé dans ce groupe de souris traitées (72). Cela suggere donc une
réactivation des parasites enkystés. Les points similaires entre les deux souches de souris

traitées étaient la diminution de I’hyperactivité, changement de comportement typique des
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souris infectées par Toxoplasma gondii, et la diminution de I’inflammation dans le cerveau,
évaluée par le nombre de cellules hématopoiétiques infiltrées.

Les auteurs ont émis I'hypothése que ces résultats pourraient provenir de différences dans la
réactivation des kystes tissulaires, dans la sensibilité des souris a l'infection par 7. gondii, dans
le degré de neuro-inflammation produit par I’infection et/ou de différences dans la réponse

immunitaire induite dans ces deux souches de souris.

Dans une autre étude, réalisée en 2015 par . Benmerzouga et al., (74) le guanabenz a inhibé la
réplication de la souche Prugniaud de 7. gondii avec une CEso a 6 uM. Apres différenciation in
vitro de tachyzoites en bradyzoites enkystés, 15 uM de guanabenz provoquaient 4% de
morphologies inhabituelles. En effet, certains kystes comprenaient moins de bradyzoites et leur
paroi était moins robuste.

Le guanabenz a prolongé la survie des souris BALB/c infectées de manicre aigué par une dose
1étale de la souche ME49 de T. gondii. Toutes les souris traitées tous les 2 jours par le véhicule
seul ont succombé a I’infection a J9 mais les souris traitées au guanabenz ont affiché une survie
améliorée de maniere dose-dépendante : environ 30% de survie avec 5 mg/kg et environ 60%
de survie avec 10 mg/kg dix-neuf jours apres infection.

Lorsque les souris BALB/c étaient infectées avec une dose non létale de parasites, une réduction
de 78% et de 69% des kystes cérébraux a été observée dix-neuf et vingt-cing jours apres

infection par rapport aux souris traitées avec le véhicule seul.

3.2.4. Molécules ciblant la synthese d’acides gras

Les acides gras sont les unités de base des lipides, des composants des membranes cellulaires.
T. gondii est capable de capter les lipides des cellules hdtes mais aussi de synthétiser de novo
plusieurs classes de phospholipides (75). Les membranes parasitaires des apicomplexes sont
constituées jusqu’a 80% de phospholipides comme la phosphatidylcholine, la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et le phosphatidylinositol (76).

Il existe trois sources chez 7. gondii produisant des acides gras :
- Lesystéme FAS (fatty acid synthesis) de type Il générant de courtes chaines d’acides gras,
localis¢ dans 1’apicoplaste ;
- Les ¢longases d’acides gras permettant la synthése de longues chaines, localisées dans le

réticulum endoplasmique ;
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- Les acides gras provenant directement de la cellule hote.

Une nouvelle cible médicamenteuse potentielle est la protéine porteuse énoyl-acétyle réductase
ou enoyl-acyl carrier protein reductase (ENR) de la voie FAS II de I’apicoplaste (77). L'acy!
carrier protein est un composant central du cycle d’élongation FAS II. Cette protéine est codée
par un geéne a copie unique dans le génome nucléaire de 7. gondii et importée apres la traduction

dans I'apicoplaste.

Le cycle FAS 1I différe de la voie FAS I trouvée chez les mammiféres, par sa structure, sa
cinétique et sa sensibilité aux inhibiteurs.
Un médicament antibactérien qui inhibe I'ENR, le triclosan (5-chloro-2-[2,4-dichlorophénoxy]

phénol), a été caractérisé comme substance non cancérigéne, mutagene ou tératogene (78).

Le triclosan est un médicament hydrophobe a faible solubilité aqueuse. Il est donc souvent
véhiculé par des nanoparticules telles que les liposomes permettant d’améliorer la solubilité et
I’absorption aprés administration orale.

Le triclosan a été étudié in vitro et dans des modeles murins de toxoplasmoses aigué et
chronique.

Dans I’étude menée par El-Zawawy ef al., il était question d’étudier 1’efficacité protectrice du
triclosan libre ou encapsulé dans des liposomes contre ’infection chronique par une souche
ME49 de T. gondii chez les souris Swiss Albino (79). Le groupe de souris infectées non traitées
est le groupe Ib. Le groupe Ila correspond aux souris infectées traitées avec 200 mg/kg de
triclosan pendant trente jours et le groupe IIb correspond aux souris infectées traitées avec des

liposomes de triclosan a 120 mg/kg pendant trente jours.

- L'observation clinique quotidienne des souris des groupes Ila et IIb n'a montré aucun
changement dans leur comportement ni dans leur prise alimentaire par rapport aux souris
non traitées jusqu'au moment du décés. Ce sont des indicateurs de l'innocuité clinique des

doses de médicament utilisées.

- Une réduction statistiquement significative du nombre moyen de kystes dans le cerveau
des souris traitées a été observée par rapport au souris non traitées. La charge parasitaire
médiane était de 5,72 par champ microscopique pour les souris non traitées (Ib) contre

1,40 et 1,70 pour les souris infectées traitées par triclosan (Ila et IIb).
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- Le taux d’infectiosité des parasites issus des souris infectées était de 100% pour Ib contre

80% et 30% pour Ila et IIb.

- L’étude structurale des kystes de 7. gondii aprés traitement des souris a montré des

irrégularités, des saillies, des compressions et dépressions sur leur surface (figure 31).

Figure 31 : Kystes de Toxoplasma gondii, au microscope électronique a balayage (MEB)
(79).
A et B : Kystes de T. gondii non traités montrant sa forme sphérique et sa surface réguliere
avec de fines granulations (%35 000) ;
Cet D : Kystes de T. gondii traités présentant des irrégularités et une compression a leur
surface (x35 000) ;
E : Kyste de T. gondii traité présentant des dépressions a sa surface (x35 000) ;
F : Kyste de T. gondii traité révélant des saillies dans la paroi du kyste (x35 000).

Une autre étude menée par la méme équipe a été¢ réalisée avec la souche virulente RH
HXGPRT(-) (déficiente pour le gene hypoxanthine-xanthine-guanine

phosphoribosyltransferase utilis¢ comme marqueur de sélection) dans un modéle de
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toxoplasmose aigué (78). Les groupes ont été caractérisés comme dans la précédente étude : Ib
pour les souris infectées non traitées, Ila pour les souris infectées traitées par 150 mg/kg de
triclosan et IIb pour les souris infectées traitées par liposomes de triclosan a 100 mg/kg pendant

quatre jours.

- Au 5% jour aprés infection, les souris non traitées ont montré un comportement
léthargique avec posture voutée et une diminution de la prise alimentaire. Les groupes de

souris traités avaient quant a eux un comportement identique a des souris non infectées.

- Concernant la charge parasitaire, une diminution statistiquement significative du nombre
de tachyzoites dans le liquide péritonéal et dans le frottis hépatique a été observée entre
les groupes infectés traités par rapport au groupe infecté non traité, avec un pourcentage
de réduction dans le liquide péritonéal de 73,66% pour le groupe Ila et de 95,92% pour le
groupe IIb. Dans le frottis hépatique, le pourcentage de réduction est de 70,4% entre Ib et
[Ia et de 80,15% entre Ib et IIb. Cela permet de souligner 1'amélioration de I’effet du

triclosan grace aux liposomes.

- Une diminution dans le groupe non traité a aussi été observée. La viabilité des tachyzoites
issus des souris était de 96% pour le groupe Ib, et de 91,5 % et 89% pour les groupes Ila
et IIb.

- L’infectivité des tachyzoites issus des souris était de 100% pour Ib, et de 60% et 40% pour
ITa et IIb.

- L’étude structurale a démontré des irrégularités des tachyzoites pour les groupes traités.
Des distorsions de leur forme de croissant ainsi qu’une réduction de leur taille ont été

observées (figure 32).
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Figure 32 : Tachyzoites de Toxoplasma gondii du liquide péritonéal, au microscope
eélectronique a balayage (MEB (78)).

A : Tachyzoites non traités, de forme normale (x 7500) ;
B et C : Tachyzoites non traités en forme de croissant ayant des surfaces completement lisses
(%35 000 et 50 000, respectivement) ;
D : Tachyzoites traités en forme de croissant déformées (%X7500) ;

E : Tachyzoite traité avec réduction de la taille et des irrégularités de surface (x50 000) ;
F et G : Tachyzoite traité avec crétes irrégulieres profondes dans leurs surfaces (%35 000) ;
H : Tachyzoite traité avec une surface comprimée simulant un ballon dégonflé (%35 000) ;
1 : Tachyzoite traité avec compressions et irrégularités de sa surface (*35 000) ;

J : Tachyzoite traité avec saillie dans sa surface (%35 000) ;

K : Tachyrzoite traité avec protrusion et érosions de sa surface (X35 000) ;

L : Tachyzoite traité avec compression, desquamation, érosions et ulcération a sa surface

avec deformation de la région apicale (%35 000).

Le traitement par triclosan a entrainé une amélioration clinique et parasitologique sans toxicité

¢vidente. Une plus grande réduction de la charge parasitaire péritonéale et hépatique, de la
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viabilité et de l'infectiosité parasitaire ont été obtenues dans les groupes traités avec le triclosan
liposomal. Cette formulation a permis d'utiliser une dose plus faible de principe actif qui s'est
avérée efficace et stire. Par conséquent, cette forme peut étre considérée comme une alternative

prometteuse a la thérapie standard pour le traitement de la toxoplasmose.

Le tableau 2 regroupe les valeurs associées aux différentes molécules abordées ci-dessus.

Famille de la Nom de la Clso sur 7. % de réduction de charge Réf.
molécule molécule | gondii in vitro parasitaire in vivo
Molécules ciblant les chaines de transport d’électrons
ELQ ELQ-271 0,1 nM 87% a 5 mg/kg 60
84% a 25 mg/kg
ELQ ELQ-316 0,007 nM 76% a 5 mg/kg 60
88% a 25 mg/kg
ELQ ELQ-334 67% a 10 mg/kg 62
Molécules ciblant les protéiques kinases dépendantes du calcium
BKI BKI 1294 140 nM 93% a 30 mg/kg 66, 64
BKI Composé 60 nM 89% a 20 mg/kg 64, 67
32 ou BKI
1553
BKI Composé 610 nM Proche de 100% 64
22 (<100 parasites/mL) a 5 mg/kg
BKI Composé 89 nM Proche de 100% 68
35 (<100 parasites/mL) a 20 mg/kg
imidazo[1,2- 16a 64 nM 90% 69
blpyridazine
imidazo[1,2- 16b 306 nM 90% 69
blpyridazine
imidazo[1,2- 16f 74 nM 90% 69
blpyridazine
Sel SP230 87 nM 98% par voie intrapéritonéale 69
d’imidazo[1,2- 96% par voie orale
blpyridazine
Sel SP231 263 nM 98% 69
d’imidazo[1,2-
blpyridazine
Sel SP232 52 nM 97% 69
d’imidazo[1,2-
blpyridazine
Molécules ciblant la synthése protéique
Agoniste des Guanabenz 6 uM 75% a 5 mg/kg pour la souche 72,74
récepteurs alpha BALB/cJ
adrénergiques
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78% a J19 pour la souche
BALB/c

Molécules ciblant la synthése d’acides gras

Inhibiteur de Triclosan 73,66% (liquide péritonéal) 78,79
I’ENR 70,4% (frottis hépatique)
a 150 mg/kg
Inhibiteur de Triclosan + 95,92% (liquide péritonéal) 78,79
I’ENR liposome 80,15% (frottis hépatique)
a 100 mg/kg

Tableau 2 : Synthese des profils des différentes molécules en développement.
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CONCLUSION

La toxoplasmose oculaire est une pathologie peu fréquente mais avec de lourdes conséquences.
L’incidence de cette maladie limite les recherches cliniques. Cela explique les difficultés des
scientifiques pour établir de nouvelles molécules thérapeutiques. Cependant, il est nécessaire
d’établir de nouveaux protocoles de soin avec des molécules novatrices. Les thérapeutiques
actuelles ne sont pas satisfaisantes. En effet, elles ne permettent pas la prévention des récidives
du toxoplasme et les effets indésirables sont conséquents. Cette maladie se caractérise donc

comme un cercle sans fin malgré les traitements actuels.

Nous avons pu constater dans ce travail bibliographique sur des articles publiés ces dix
derniéres années, que la communauté scientifique a mis 1’accent sur plusieurs molécules actives
contre Toxoplasma gondii. Ces molécules agissent aussi bien in vitro qu’in vivo, sont plus
efficaces car actives sur la forme tachyzoite mais certains agissent aussi sur la forme bradyzoite
du parasite et sont dénuées d’effets secondaires majeurs sur les souris d’expérimentation. Des
recherches sont encore nécessaires avant de pouvoir commercialiser ces molécules, mais elles
représentent des pistes sérieuses pour le traitement de cette pathologie. L’aboutissement de ces
recherches thérapeutiques serait une avancée majeure pour la médecine et pour tous les patients

atteints par ce protozoaire.
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RESUME DE LA THESE

Bien que la toxoplasmose oculaire soit une pathologie assez rare en France, elle reste
problématique dans certaines régions du monde. En effet, la toxoplasmose oculaire est
responsable d’atteintes graves pouvant aller jusqu’a la cécité. Actuellement les traitements ne
sont pas satisfaisants, d’'une part en raison de leurs effets secondaires conduisant parfois a leur
arrét et d’autre part, en raison de leur incapacité a éliminer totalement le parasite responsable,
Toxoplasma gondii. C’est pourquoi plusieurs équipes de recherche sont mobilisées afin de
développer de nouveaux traitements moins toxiques et permettant une guérison compléte et
durable. Cette thése permet de rappeler la biologie de Toxoplasma gondii, de détailler la
toxoplasmose oculaire et ses traitements actuels et enfin de mettre en lumiére les candidats
thérapeutiques considérés a ce jour comme les plus prometteurs.
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