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RESUME DETAILLE

La trypanosomose humaine africaine (THA) ou malatliesommeil est une maladie
parasitaire qui pose un véritable probleme de spabdique : 60 millions d’individus sont
exposes, et 20 000 a 25 000 nouveaux cas sontéeglar an. Ces chiffres ne refletent pas la
réalité, en raison de la difficulté a détecter ttes cas. La THA est due a un protozoaire
flagellé sanguicole du genfigypanosomalont le vecteur est la mouche tsé-tsé ou glossine.
Deux espéces sont responsables de la THATrypanosoma brucegambiense(parties
occidentale et centrale de I'Afrique) et () b. rhodesiensdpartie orientale de I'Afrique).
Schématiquement, on distingue 2 stades dans I@®wolalinique de la maladie, le stade de
dissémination dans tout l'organisme ou stade lyrtiphtaanguin et le stade méningo-
encéphalitique ou stade de polarisation nerveusst @u cours de ce stade que I'on observe
les signes neurologiques : troubles du sommelibtes de la sensibilité subjective, troubles
des fonctions endocriniennes. Puis, la maladie uevalers un stade de démyélinisation
terminale conduisant a la mort des patients. Learaéprol, dérivé arsenical actif au stade
neurologique, est trés toxique et provoque dans d&% cas le décés des patients par
encéphalopathie. Le diagnostic des stades dontndélgetraitement reste difficile, car le
moment et le mécanisme de passage de la barrigraettvéencéphalique demeurent imprécis
par manque de critéres spécifiques. Seule la décmudes trypanosomes dans le liquide
céphalorachidien (LCR) permet d'affirmer le diagimgle stade nerveux. Néanmoins, la
détection des parasites dans le LCR est diffitdet particulierement lors des campagnes de
prospection. De ce fait, sur le terrain, le critBebituellement retenu pour le diagnostic de
stade neurologique est une élévation de la cytaasipérieure a 5 cellules par puL de LCR,
critére discutable car non spécifique. Dans ndtrdespour I'analyse des résultats nous avons
opté pour une autre classification biologique. Alfealyse des résultats a été effectuée en
introduisant un stade intermédiaire dont la cytbaest comprise entre 5 et 20 cellules par
puL de LCR, le stade 1 correspond a une cytoracdiégieéure a 5 cellules par uL de LCR et le
stade 2 correspond a une cytorachie supérieurecalles par pL de LCR.

L’objectif principal de notre travail de thése ebetude des mécanismes
inflammatoires au cours de la trypanosomose humairieaine et leurs applications en
diagnostic et en thérapeutique. Pour comprendrenéesinismes nous avons étudié les types
lymphocytaires et leur état d’activation dans lags@t le LCR de malades aux cours des
différents stades de la maladie. Puis nous nousn&snintéressés au franchissement de la



barriere hémato-méningée par les cellules immuesespdtients en stade neurologique. Nous
avons développé un test permettant de détecter amdisorps spécifiques du stade
neurologique de la THA. Enfin, nous avons analysg s$tructures glycolipidiques du
trypanosome vraisemblablement responsables denthese de certains anticorps spécifiques

du stade neurologique.

Nous avons réalisé le typage lymphocytaire a la flains le sang et dans le LCR de
patients par rapport a une population contréle @mnenorigine. Par cette technique nous
avons montré que dans le sang des malades, tales stanfondus, le taux de lymphocytes B
augmente de facon significative ce qui permet digyer la grande diversité d’anticorps
produits dans le sang des patients atteints de TEhMArevanche, le taux de lymphocyte T
diminue de facon significative ceci confirmant Eractere immunosuppressif de la maladie.
Avec l'évolution de la maladie, le taux de celleCD19 augmente de facon significative
dans le LCR des patients. Cette augmentation pgbeoastituer un critere de diagnostic du

stade 2, plus précis et surtout plus précoce qagtdaachie.

Nous avons cherché a comprendre quels étaient deanmsmes d’attraction des ces
lymphocytes dans le systeme nerveux central (SR@ns le sérum et le LCR des patients et
de sujets contrdles nous avons mesuré et compataug d’IL-13, les taux de chémokines
IL-8, MIP-1a, MCP-1 et RANTES, a l'origine de la migration lyhgxrytaire. Dans le sérum
des patients, quel que soit le stade de la maladies n’avons pas noté de modifications
significatives du taux de MIPel MCP-1, IL-8 ou bien d’IL-B. Seul le taux de RANTES est
diminué de maniére significative entre les patiemstade 1 et ceux en stade intermédiaire et
en stade 2, semblant traduire simplement une diioimwe la réaction inflammatoire. En
revanche, dans le LCR des patients, on note uméretice significative entre les taux des
patients en stade 1, en stade intermédiaire abde & pour IL-{, IL-8, MCP-1, RANTES et
MIP-1a. Cette différence est surtout importante pour MiCEhémokine trés importante dans
le mécanisme de recrutement des lymphocytes veg&NE. MCP-1 pourrait donc étre un

marqueur de stade.

Nous savons que la rupture de la barriere hématépdralique, mal connue, se produit
au cours du stade 2 de la maladie. Nous avonséétudiuction de I'apoptose par les LCR
des patients sur les cellules microgliales etessimiacrophages qui participent normalement a

sa protection. Contrairement aux LCR contréled,R des patients atteints de THA induit



I'apoptose sur les cellules microgliales et endi@ies. Nos résultats ont prouvé que des LCR
en stade 2 induisent I'apoptose a des niveauxghw®s sur les cellules microgliales, tandis
que le stade de la maladie n’influe pas sur l'iidacde l'apoptose sur les cellules
endothéliales. Le LCR des patients en stade 2amunius de sFasL que celui des patients en
stade 1, et les anticorps anti-Fas ont été détanigaement chez les patients en stade 2. Mais

il semble que d'autres facteurs pro-apoptotiquesisonpliqués.

Nous avons montré que les trypanosomes sont capadhleduire la synthése de
cytokines pro-inflammatoires comme le THFYIL-6, I'lL-8 et le monoxyde d’azote (NO)
par les cellules endothéliales. Ces cellules,\a@dt en présence des glycoprotéines variables
de surface (VSG) du trypanosome, augmentent leaduation de TNFe, d’IL-6, d’IL-8, et
de NO. Les VSG solubles induisent la translocatierNF«B et I'expression des molécules
d'adhérence. Ces VSG pourraient probablement ésefdcteurs solubles moléculaires
responsables de I'activation des cellules endalbéli Le coefficient de perméabilité de ces
cellules augmente quand elles sont cultivées esepoe des trypanosomes, du surnageant de
culture de parasite ou des VSG. Ainki,b. gambienspeut activer les cellules endothéliales
in vitro, par le relargage de facteurs solubles. Les comswegs de cette activation par des
produits du parasite peuvent inclure une potesaitibn de la réaction inflammatoire, le
recrutement de leucocytes, le passage des trypaiessdans le SNC, et le dysfonctionnement
de la barriére durant le stade neurologique deHla.T

Des travaux antérieurs ont montré que la réponseumitaire induite dans le SNC au
cours de la THA conduit a la production spécifiglee certains anticorps notamment des
anticorps anti-galactocérébrosides (GalC) maisedgaht des anticorps anti-neurofilament
(NF). Nous avons développé un test de terrain pitamtede rechercher de fagon simple ces
anticorps dans le LCR des patients et ainsi dendstgjuer le stade de la maladie. Nous
avons utilisé ce test pour le diagnostic de stadesomplément des criteres habituels, lors de
deux prospections, en Angola et en République @eitmine. La détection des deux
anticorps anti-NF et anti-GalC dans le LCR par EHbtSA montre 83,2% de sensibilité et
100% de spécificité pour la détermination du stadee dot ELISA pourrait étre tres utile
pour la détermination du stade nerveux de la THAsdas campagnes de prospection ou le

personnel médical de terrain est peu équipé.

Nous avons cherché a améliorer notre test de dssigndot ELISA. Ceci nous a



permis de déterminer, par des techniques struewyrdl nature glycolipidique d’un
constituant antigénique du trypanosome. Nous avamssi mis en évidence le
glucosylcéramide. Nous avons également montré ejparasite posséde une enzyme active,
la glucosylcéramide synthase, qui pourrait étrelioppge dans les mécanismes d’apoptose et
donc faciliter le passage du parasite dans le S&pdtients. Des essais d'immunisation avec
les produits de synthése de cette enzyme nous ontrénune certaine protection contre le
parasite. Il reste a caractériser de facon plusiggéette enzyme et son implication dans le
meétabolisme du parasite et particulierement dasmsniécanismes de chimiorésistance dans le
THA.

Ce travail nous a permis de mettre en évidenceodeeaux marqueurs de stade de la
maladie du sommeil grace a la cytométrie en flaxjdsage de chémokines ou le dot ELISA.
Les perspectives importantes sont I'adaptationeauain de la recherche de ces nouveaux
marqueurs par des moyens simples et peu colUtenxd@méliorer la prise en charge des

patients atteints de THA.
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The human african trypanosomose (HAT), or sleegiognes, is a parasitic disease
which still remains a true public health proble®0: million individuals are exposed, and 20
000 to 25 000 new cases develop each year. Nelesthé¢hese figures are not representative
of reality, because of difficulties encountered fietecting all cases. HAT is due to a
protozoon Trypanosomawhose vector is the tsetse fly or glossine. Twockse are
responsible for HATIi} Trypanosoma brucei gambien@&'est and central Africa) and)(T b
rhodesiens€Eastern Africa). Schematically, 2 stages ardamgjsished in the clinical disease
evolution, the stage of dissemination in all thgamism, or heamo-lymphatic stage, and the
meningo-encephalitic polarization stage, or nervaiage. During this latter stage,
neurological signs can be observed as sleep disordesturbed subjective sensitivity or
endocriniane disorders. Then, a demyelinating staggins before the patients die. The
melarsoprol, which corresponds to an arsenicalvdivie treatment that is active at the
neurological stage, is very toxic and causes tlaghdef the patients by encephalopathy in 5%
of the cases. Diagnosis of the stage, on whichrapthe treatment, remains difficult because
both the timing and the mechanism by which the angsome pass through the heamo-
encephalic barrier remain incertain, due to thek la€ really specific criteria. Only the
presence of trypanosomes in the cerebrospinal ({D&F) allows to confirm the diagnosis of
nervous stage. Nevertheless, the detection of danesjies in the CSF is difficult, particularly
at the time of the field campaigns. That's the oeawhy criterion usually retained for the
neurological diagnosis of stage is an increasénéncell count higher than 5 cells by pL of
CSF, which still remain non specific criterion. dur study we chose another biological
classification so to analyse the results. Thus,ahaysis of the results was carried out by
introducing an intermediate stage, for which thié @aunt is between 5 and 20 cells by pL of
CSF : stage 1 corresponds to a cell count lowen thaells by pL of CSF and stage 2

corresponds to a cell count higher than 20 cellgbypf CSF.

The principal objective of our PhD work is the stuaf the inflammatory mechanisms
during HAT and their possible applications in diagis and therapeutic. To understand these
mechanisms, we studied the lymphocyte sub-typesttagid activation in the blood and the
CSF of patients at different stages of the diseBisen we tried to understand the mechanism
used by immunes cells of the patients to crosk@btood brain barrier in neurological stage.
We developed a test allowing to detect specificbandlies of the neurological stage of the
HAT. Lastly, we analysed the glycolipidic structsirgf the trypanosome probably responsible
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for the synthesis of certain specific antibodieshef neurological stage.

We analysed lymphocyte types both in blood and$f ©f patients and we compared
these results with a control population of the sastienic origin. By this technique, we
showed that in the blood of the patients, in adigss, the rate of B cells increases to a
significant degree, thus explaining the great digrof antibodies produced in patients
blood. On the other hand, the T cells decreasea tagnificant degree, confirming the
immunosuppressive character of the disease. Dwuajution of the disease, the rate of
CD19 B cells increases to a significant degrednée@SF of the patients. This increase could

constitute a criterion of diagnosis for stage 2| aspecially earlier than the cytorachie.

We tried to understand which were the mechanismwlhigh these lymphocytes are
attracted to the central nervous system (CNS)hénserum and the CSF of both patients and
controls, we measured and compared the rates df,Ibf chemokines IL-8, MIP-d, MCP-1
and RANTES, which constitute the origin of the lymopyte migration. In the serum of the
patients, whatever the stage of the disease, wedlidote any significant modification of the
rate of MIP-1;, MCP-1, IL-8 or of IL-B. Only the rate of RANTES is decreased significantl
between the patients in stage 1 and those in ieiate stage and stage 2, which simply
reflects a reduction in the inflammatory reacti@m the other hand, the LCR of the patients
we highlighted a significant difference between thtes of IL-1b, IL-8, MCP-1, RANTES
and MIP-L for the patients in stage 1, intermediate stagesséage 2. This difference is even
more pronounced for MCP-1, which is a chemokingdbr important for recruitment of the
lymphocytes towards the SNC. MCP-1 could thus begker of stage.

We know that the rupture of the blood brain baroecurs during stage 2 of the
disease. We studied the apoptosis induction byCtBE components on both microglial cells
and macrophages, which normally take part in itggmtion. Contrary to the controls CSF, the
patients CSF induce apoptosis on both microglial endothelial cells. Our results proved
that CSF in stage 2 induces apoptosis on highefdean the microglial cells, while the stage
of the disease does not influence the apoptosigctiah in the endothelial cells. The CSF of
the patients in stage 2 contains more sFasL thanhahpatients in stage 1, and anti-Fas
antibodies were detected only among patients igesta But it seems that much more pro-

apoptotic factors are involved.
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We showed that the trypanosomes are able to indbee synthesis of pro-
inflammatory cytokines such as TNfHL-6, IL-8 and nitric oxyde (NO) by the endotredli
cells. These cells, cultivated in the presencehefvariable surface glycoproteines (VSG) of
the trypanosome, increase their production of TeHL-6, IL-8, and NO. The soluble VSG
induce the translocation of NéB and the expression of adhesion molecules. The&s@ V
could probably be the molecular soluble factorspoesible for the activation of the
endothelial cells. The coefficient of permeability these cells increases when they are
cultivated in the presence of trypanosomes as agetlulture supernatant of parasite or VSG.
Thus, T. b. gambiensean activate the endothelial ceiis vitro, by the releasef soluble
factors. The consequences of this activation by pheasite products can include an
inflammatory reaction, the recruitment of leucosytthe passage of the trypanosomes in the
SNC, and the dysfunction of the barrier duringrikarological stage of the THA.

Previous work showed that the immunizing responseiéed in the SNC during the
HAT, leads to the specific production of some ardies, in particular anti-
galactocerebrosides (GalC) but also anti-neurogainantibodies (NF). We developed a field
test allowing to detect in a simple way these aliés in the patients CSF and thus to
diagnose the stage of the disease. We used thifotebe diagnosis of stage, in complement
of the usual criteria, at the time of two field weys, in Angola and Central African Repubilic.
The detection of the two anti-NF and anti-GalC laodiies in the CSF by dot-ELISA showed
83,2% of sensitivity and 100% of specificity foretldetermination of stage 2. Dot-ELISA
could be very useful for the determination of tleevous stage of the HAT in the field survey
where the medical personnel of ground is equipptte.| We sought to improve our
diagnostic test dot-ELISA. This enabled us to deiee, by structural techniques, the
glycolipidic nature of an antigenic component oé tinypanosome. We thus highlighted the
glucosylceramide. We also showed that the parasitéained an activated enzyme, the
glucosylceramide synthase, which could be involwvethe apoptosis mechanisms and thus
could facilitate the crossing of the parasite ia @NS patients. Tests of immunization with
the products of this enzyme showed us a protedigainst the parasite. A more precise
characterisation of this enzyme still remains tgbdormed, so as to point out its implication
in the metabolism of the parasite and particularlyhe mechanisms of chimio-resistance in
the HAT. This work enabled us to highlight new nmeaskof stage of the sleeping sickness,

using flow cytometry, cytokines measurement or EbISA, which constitute important
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prospects for the adaptation to the field diagnascsually, these new markers are detectable
by simple and inexpensive means, which should teeimprove the number of detected and
cured HAT patients.
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A doenca parasitica tripanosomiase humana afriCédA) ou doenca do sono é um
grave problema de saude publica: 60 milhdes deinhabs sdo expostos e 20.000 a 25.000
novos casos sao declarados por ano. Devido aslddites para detectar todos os casos, estes
numeros nao refletem a realidade. A THA é causadam protozoario flagelado sanguicola
do género Trypanosoma cujo vetor € a mosca tsédsglossina Duas espécies sao
responsaveis pela THA (frypanosoma brucei gambienggartes ocidentais e centrais da
Africa) e (i) T. b. rhodesiensgparte oriental da Africa). Esquematicamente jrisiem-se 2
fases na evolucao clinica da doenca, a fase dentisacdo em todo o organismo ou fase
linfaticosanguinea e a fase meningo-encefaliticéase de polarizacdo nervosa. E nesta fase
gue observa-se 0s sinais neuroldgicos: perturbagd@esono, perturbacbes da sensibilidade
subjetiva e perturbacdes das funcdes enddcrinasegmida, a doencga evolui para uma fase
de desmielinisacdo terminal que conduz a morte dimentes. O melarsoprol, derivado
arsenical ativo na fase neurologica, € muito toeigmovoca em 5% dos casos o falecimento
dos doentes por encefalopatia. O diagnostico dessfdas quais depende o tratamento é
dificil, porque 0 momento e 0 mecanismo de passadgrbarreira hemato-encefélica sdo
imprecisos por falta de critérios especificos. Sdeacoberta dos tripanosomas no liquido
céfaloraquidiano (LCR) permite afirmar o diagndstida fase nervosa. A deteccdo dos
parasitos no LCR é dificil, particularmente quardis campanhas de prospecc¢do. Nos
trabalhos de campo, o critério habitualmente aq®ita o diagndstico de fase neurolégico é a
observacdo de um numero superior a 5 linfécitogieLLCR . Este critério é discutivel
porque ndo é especifico. No nosso estudo, paralseamos resultados, optamos por outra
classificagcdo biolégica. Assim a analise dos radol foi efetuada introduzindo uma fase
intermediaria cuja contagem esta compreendida én&e20 linfocitos/pL de LCR. Desta
forma, a fase 1 corresponde a contagem inferior lanfécitos/uL no LCR e a fase 2

corresponde a contagem superior a 20 linfécitosip LCR .

O objetivo principal do nosso trabalho de tese éstudo dos mecanismos
inflamato6rios obervados durante a tripanosomiasmaha africana e as suas possiveis
aplicacbes em diagnodstico e terapéutica. Para meatbmpreender estes mecanismos
estudamos os tipos linfocitarios e o seu estaddidacdo no sangue e o LCR de pacientes em
diferentes fases da doenca. Estudamos ainda agpassta barreira hemato-encefalica pelas
células imunes dos doentes em fase neurolégicaenelyemos um teste que permite
detectar anticorpos especificos da fase neurolodecarHA. Por Udltimo, analisamos as
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estruturas glicolipidicas do tripanosoma, aquel@és sfo provavelmente responsaveis pela

sintese de anticorpos especificos da fase neucaldgi

Realizamos uma tipagem linfocitaria ao mesmo tengpsangue e no LCR de doentes
em relacdo a uma populacédo controle com a mesmenoriPor esta técnica mostramos que
no sangue dos pacientes, todas as fases confundidasa de linfécitos B aumenta de
maneira significativa o que permite explicar a geadiversidade de anticorpos produzidos no
sangue dos doentes atingidos pela THA. Em contidpaa taxa de linfocitos T diminui de
maneira significativa o que confirma o carater imaaupressivo da doenca. Com a evolucao
da doenca, a taxa de células B CD19 aumenta deinmaignificativa no LCR dos doentes.
Este aumento poderia constituir um critério de misgico da fase 2, mais preciso e sobretudo
mais precoce do que a analise do LCR.

Procuramos compreender quais sdo 0s mecanismodradgioa dos linfocitos no
sistema nervoso central (SNC). Medimos e comparaasosxas de ILf], IL-8, MIP-1aq,
MCP-1 e RANTES, originalmente da migracao linfag#&o soro e no LCR de doentes e de
pacientes de contréle. No soro dos doentes, indep¢emente da fase da doenca, nao
notamos modifica¢des significativas da taxa de WHPMCP-1, IL-8 ou IL-B. S6 a taxa de
RANTES se mostra diminuida significativamente enge&loentes nas fases 1, intermediaria e
fase 2, parecendo representar simplesmente umaudg&o da reacdo inflamatéria. Em
contrapartida, no LCR dos doentes, € observadadiferanca significativa entre as taxas dos
doentes nas fases 1, intermediaria e 2 parg3JLit8, MCP-1, RANTES e MIP-d Esta
diferenca é sobretudo importante para MCP-1, citoenuito importante no mecanismo de
recrutamento dos linfécitos para o SNC. MCP-1 padeor conseguinte ser um indicador de

fase.

Sabemos que a ruptura da barreira hemato-encefaladaconhecida, ocorre durante a
fase 2 da doenca. Estudamos a inducéo da apoptsefCR dos doentes sobre as células
microgliais e sobre os macréfagos que participamimabmente na sua protecgéo.
Contrariamente aos LCR de controle, no LCR dos tésestingidos pela THA ha inducéo da
apoptose sobre as células microgliais e endoteli2ésnossos resultados provaram que no
LCR de doentes na fase 2 ha inducdo de apopto$ecid mais elevados sobre as células
microgliais, enquanto a fase da doenca néo infilaesuwbre na inducédo de apoptose sobre as

células endoteliais. O LCR dos doentes em fasenegomais sFasL que o dos doentes em
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fase 1, e os anticorpos antifas foram detectadmsmmente nos doentes em fase 2. Mas ha

evidéncias de que outros fatores proapoptoticosgpo®star implicados.

Mostramos que o0s tripanosomas sao capazes de rindusintese de citocinas
proinflamatérias como o TNE; IL-6, IL-8 e Oxido nitrico (NO) pelas células eneliais.
Estas células, cultivadas na presenca das gli@pest variaveis de superficie (VSG) do
tripanosoma, aumentam a sua producdo de dNE-6, IL-8 e de NO. As VSG sollveis
induzem translocacdo de NIB e a expressdo de moléculas de aderéncia. Est& VS
poderiam, provavelmente, ser os fatores sollUveigculares responsaveis pela ativacao das
células endoteliais. O coeficiente de permeabikddeéstas células aumenta quando sdo
cultivadas tanto na presenca dos tripanosomas, consobrenadante de cultura de parasitos
ou de VSG. Assim]. b. gambienspode ativar as células endotelimisvitro, pela liberagéo
de fatores soluveis. As consequéncias desta atiagla liberacdo de moléculas do parasito
podem incluir uma potencializacdo da reacéo inftne o recrutamento de leucadcitos, a
passagem dos tripanosomas ao SNC e a disfuncaocadss na barreira durante a fase
neuroldgica do THA.

Trabalhos anteriores mostraram que a resposta inmchezida no SNC pela THA
conduz a producdo especifica de certos anticormmsneadamente dos anticorpos
antigalactocerebrosidios (GalC) mas igualmente miscapos antineurofilamento (NF).
Desenvolvemos um teste de campo que permite proden@aneira simples este anticorpo no
LCR dos doentes e assim de diagnosticar a faseoeiacd. Utilizamos este teste para o
diagnéstico de fase, além dos que séo utilizadbgusmente, quando de duas prospeccoes,
em Angola e na Republica Centro Africana. A detecdas dois anticorpos antiNF e
antiGalC no LCR por dot-Elisa apresentou 83,2%eatesibilidade e 100% de especificidade
para a determinacdo da fase 2. Desta forma, asar@r dot-ELISA poderia ser muito util
para a determinacdo da fase neurologica da THAcaagpanhas de prospeccdo onde o

pessoal médico de campo dispde de poucos recursos.

Procuramos melhorar 0 nosso teste de diagnostitdldSA. Isto nos permitiu
determinar, por técnicas estruturais, a natureealiglidica de um constituinte antigénico do
tripanosoma. Assim, destacamos a glucosilceranhiisiramos igualmente que o parasito
possui uma enzima ativa, a glucosilceramida sintgse poderia estar implicada nos

mecanismos de apoptose que poderiam agir facibtanéntrada do parasito no SNC dos
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doentes. Ensaios de imunizacdo com os produtosise desta enzima mostraram-nos certa
protecdo contra o parasito. Resta ainda caraateteananeira mais precisa esta enzima e a
sua implicagdo no metabolismo do parasito e pdaticiente nos mecanismos de

guimioresisténcia na THA.

Este trabalho permitiu-nos destacar novos indieslde fase da doenca do sono pela
utilizacdo de citometria de fluxo, dosagem de aias e dot-ELISA. As perspectivas
importantes sédo a adaptacdo ao terreno da invedtigéestes novos indicadores por meios
simples e pouco dispendiosos a fim de melhoraractaxizacdo dos doentes atingidos pela
THA.
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INTRODUCTION

La trypanosomose humaine africaine (THA) ou malatliesommeil pose un grave
probleme de santé publique puisqu’en Afrique oa sévit, 'OMS (Organisation Mondiale
de la Santé) estime que plus de 60 millions d'imllis sont exposés au risque de la
contracter.

La THA est due a un protozoaire flagellé sanguiahlegenreTrypanosomadont le
vecteur est un insecte du gef@®ssina,la mouche tsé-tse.

Aprés inoculation par la mouche, le parasite s@gme par voie lymphatico-sanguine
(stade 1), puis pénétre dans le systeme nervetrab@NC) par polarisation nerveuse (stade
2).

Le diagnostic et le traitement de la phase de saldon nerveuse de la THA restent
difficiles, mais il est important de réaliser uragihostic entre le stade 1 et 2, afin d’aider le
clinicien dans son choix thérapeutique car lesdmaénts actifs contre cette maladie sont
limités. Le seul traitement efficace en stade 2osepsur un dérivé de larsenic, le
mélarsoprol, qui entraine le décés d’environ 5%gilgsts traités.

Au cours de la THA on note une infiltration puiseuttes nette augmentation de la
cytorachie dans le liquide céphalo-rachidien ddéepis. Jusqu’a présent la nature méme des
cellules envahissant le systéme nerveux centrat gteonnue chez I'homme. Pour la
premiere fois, nous avons déterminé par cytométne flux le type et le sous type
lymphocytaire des cellules au cours de l'infectiQette analyse cytométrique a été réalisée
non seulement dans le sang de patients et de Emméais aussi dans le liquide céphalo-
rachidien. Ce travail avait également pour objed&frechercher un nouveau marqueur de
stade de la maladie.

Apres avoir explorer la nature lymphocytaire debutas présentes dans le liquide
céphalo-rachidien des malades, nous avons cherot@m@rendre comment ces cellules
pouvait franchir la barriere hémato-méningée. Rmmprendre ce mécanisme d’attraction,
nous avons dosé certaines chémokines fiLH1-8, MCP-1, MIP-1i et RANTES) impliquées
dans la chimio-attraction des cellules vers unkmfmation.

Nous présentons ici les résultats du dosage desadtides dans le sérum et le LCR de
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malades, prélevements obtenus lors de prospeciites.dosages ont permis de mettre en
évidence de nouveaux marqueurs de stade de laimatais également ont permis de mieux
comprendre les changements immunitaires dans la THA

Nous avons développé un test a la fois sensildpétifique du stade 2 de la maladie
du sommeil. Ce test simple de mise en oeuvre sueri&in est basé sur la recherche
d’anticorps spécifiques: les anticorps anti-nelamofents et anti-galactocérébrosides que I'on
retrouve dans le LCR des malades en stade ner@aite recherche des anticorps a d’abord
ete réalisée par ELISA, mais cette méthode peulderet difficile a réaliser sur le terrain a
été abandonnée au profit du dot blot, méthode gilmple et plus sensible que les ELISA.
Pour valider ce test, plusieurs enquétes de prtispeont été réalisées: en République
Centrafricaine et en Angola, afin de vérifier les&bilité du test sur le terrain.

Enfin dans I'objectif d’améliorer le test préecédeamnhdécrit nous avons, lors de nos
stages de co-tutelle avec le laboratoire de glyobie de 'UFRJ au Brésil, cherché a mettre
en évidence un antigene spécifique du parasitdilisation de cet antigéne dans le test que
nous avons précédemment développé permettrait Hteré ses caractéristiques de
sensibilité et de spécificité. La synthése au nivearasitaire de cet antigene peut étre bloquée
et permettrait d’envisager des applications tharagees contre une infectionTaypanosoma
brucei gambienseu Trypanosoma brucei rhodesiercas cet antigene est présent a la surface
de ces deux parasites. Puis, 'immunisation d’andnaontre T. b. gambienseet T. b.

rhodesiens@ar ce glycolipide a constitué la derniéere voigatdherche de ce travalil.
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ETAT ACTUEL DE LA QUESTION

I- La maladie du sommeil
1- Données épidémiologiques

a- Un peu d’histoire

La maladie du sommeil n’est pas une de ces mal&iesgentes mal connues mais
plutét une maladie que I'on redécouvre car négligéaur la premiére fois, Ibn Khaldoun
signale la mort du Sultan Mari Djata Il en 1373. H523, Aleixo da Abron décrit le Mal de
Loanda. Winterbottom voit les adénopathies en 1B&3ce montre le role de la glossine dans
la trypanosomose animale en 1895. Forde traitéidare” d'un capitaine de bateau fluvial en
Gambie en 1901 et voit des “vermicules” que DuttanLiverpool, reconnait comme
trypanosomes. Patrick Manson identifie les 2 makadifievre a trypanosomes” et “maladie

du sommeil”) en 1904.

Durant la période coloniale, Muraz, Richet et surt@damot (Ducloux, 1989)
obtiennent des résultats spectaculaires uniquepagmirospections médicales. A cette époque
le “rendement” des prospections meédicales étaijiel I'on pouvait se dispenser de toute
autre forme de lutte complémentaire notamment actirielle. L’assainissement exhaustif

du réservoir humain suffit, semble-t-il, & résoulérerobleme.

Cette pratique dure plusieurs décennies ; le vechéen qu’objet d’études poussées,
n'est considéré que comme un élément “secondaiegis da lutte et les médecins se
préoccupent peu de son élimination. A leur décharget préciser que les méthodes de lutte
antivectorielle étaient souvent lourdes, onéreesg®u convaincantes quant a leur efficacité.
Rappelons la fameuse prophylaxie agronomique quiadeait des efforts considérables pour

des résultats plutét médiocres surtout en zonestieres.

Depuis I'acces a l'indépendance des Etats de kfvigisub-saharienne, la spectaculaire

reprise de la THA est imputable a I'arrét des peatipns médicales actives : arrét expliqué
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puisque les faibles prévalences ne permettaiers gkl considérer la THA comme un
probléeme majeur de santé publique. Dans la plufesrtEtats, le dépistage actif laisse la place

au dépistage passif avec un personnel de moinoars ispécialisé et motivé.

La situation des pays, de I'époque coloniale ajaoss, a évolué sur plusieurs plans.
Les moyens disponibles pour la santé s’amenuisgritjen souvent, aucun médicament n’est
disponible pour le traitement des sommeilleux. Deedifications socio-économiques
profondes entrainent un déplacement de la THA de®s sahélo-soudaniennes vers des
zones semi-forestiéres ou les conditions écologigoet rapidement transformées sous I'effet
d’'une colonisation humaine de plus en plus fortal@N et coll., 1993). Les populations ne
sont plus contraintes a se présenter aux contrdkegdicaux et une grande majorité des
personnes (la plupart du temps immigrées) sontnimees des services sanitaires. Dans le
méme temps les mouvements et déplacements de popsia’intensifient, favorisant la
dispersion du parasite. Les formes asymptomatiqada THA, apparemment de plus en plus
fréquentes, accentuent la démobilisation du monda gui, de plus, redoute un traitement a

la fois dangereux et onéreux (Jamonneau et colD4 2 Sternberg, 2004).

Cette évolution explique partiellement la lente sniaexorable reprise de la THA au

sud du Sahara.

b- Epidémiologie actuelle

Maitrisée durant I'époque coloniale grace a desstages réguliers et un traitement
systématique des personnes atteintes, la maladeomhmeil en recrudescence depuis une
vingtaine d'années (Figure 1), pose a nouveau avegurobléme de santé publique (Kuzoe,
1993 ; Cattand, 1994 ; ; Smith et coll., 1998 ; NR000 ; Pépin et Meda, 2001). C’est une
maladie limitée au continent africain, dans uneezgéographiguement située a 15° latitude
nord et 23° latitude sud, correspondant a la zeaneégartition du vecteur. Elle est due a la
transmission a 'homme dé&rypanosoma brucei gambiensen Afrique de I'Ouest et en

Afrique Centrale eT. b. rhodesiensen Afrique de I'Est.
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Figure 1 : Evolution de la THA en Afrique au coursdu siécle dernier
(source OMS)

Particulierement en République Démocratigue du Gpmyp Ouganda, au Soudan
(Ancelle et coll., 1994 ; Artzroumi et Gouteux, $99Moore et Richer, 2001) et en Angola
(Stanghellini et Josenando, 2001) la maladie dunseihcontinue de tuer les villageois. Pour
ces pays on parle d’hyper endémie. Dans certadllagi@s du Bandundu et de I'Equateur en
Républiqgue Démocratique du Congo, pres de 90 %hdbgants sont touchés. Au Tchad
(Stanghellini et coll., 1989) dans la région de Maao, en Centrafrique, au Congo, en Guinée,
en Coéte d’'lvoire, en Tanzanie, au Malawi, au Mozaub et au Cameroun on parle de méso-
endémie (Figure 2).
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Figure 2: Répartition de la THA en Afrique

(source OMS)
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Figure 3: Comparaison du nombre de cas de THA enrégfrés en 1995 au nombre de cas

estimés en 1995 par pays d’Afrique
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(source OMS)

Chaque année, 25 000 a 30 000 cas sont notifias'pagemble des pays touchés ce
qui ne représente qu'une partie du nombre rédrgesnosomes (Figure 3).

Aujourd’hui, selon les estimations de 'OMS, semlmalade sur dix a une chance

d'étre traité.

Dans certaines régions, la mortalité par maladisatameil dépasse celle imputée au
SIDA ou au paludisme (Cattand et coll., 2001). Deliers de personnes meurent chaque

année de la THA sans méme avoir été dépistée&alisehce de soins, la mort est inéluctable.

Plusieurs facteurs expliquent le retour des ravageseés par la THA. Les services
sanitaires sont désorganisés et sans moyens, dleunent exercer une surveillance réguliére
des foyers de transmission, de plus la pauvrelg etalnutrition accentuent la vulnérabilité
des individus. Ainsi en Républiqgue DémocratiqueCdungo, et dans les autres pays d'Afrique
centrale cette affection, qui a causé plus de B@0rdorts dans le bassin du Congo au début

du XX*Msiecle, a repris 'ampleur des temps passés (Qagithegorry et coll., 1999).

Il est vrai que cette maladie n’est pas une paarétr la maladie du sommeil ne touche
gue les populations rurales reculées et non lading. C'est la “maladie du bout de la piste”,
celle qui touche les villageois, ceux dont person@ee préoccupe. Et depuis la suspension
de la coopération sanitaire par les militaires @estaux qui ceuvraient dans la région, la
maladie flambe a nouveau. Les tableaux cliniquatsade cette affection font que les
habitants ne font pas toujours la relation entse feuches et la maladie, mettant sur le
compte de la magie ou de la sorcellerie I'affectiont sont victimes ces “sommeilleux” qui
ne peuvent plus travailler, cultiver leurs champs réaliser les simples gestes de la vie
quotidienne. Pourtant, certaines techniques de &dht a la portée des villageois, la mise en
place des piéges en tissu fabriqués localementaeép autour des villages permettent de
capturer les mouches et de faire baisser leur r@mérpres de 95% en trois mois (Ryan et
coll., 1981).
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2- Les acteurs

a- Les parasites

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellégusznles. lls appartiennent a la
famille des Trypanosomatidae (Figure 4).

Protozoaires SOUS-REGNE
|
Sarcomastigophores PHYLUM
|
Mastigophores SOUS-PHYLUM
|
Zoomastigophores CLASSE
I
Kinetoplastidés ORDRE
|
Trypanosomides SOUS-ORDRE
|
Trypanosomidés FAMILLE
| | | | | | | |
Crithidia ~ Leptomonas Herpetomonas Blasillxhdlﬂia Phytomonas Leishmania Endotrypanum GENRE

T. b. rhodesiense
T. b. gambiense

| |
T. lewisi T. theileri T. cruzi i | T.rangeli T. vivax T. congolensT. equiperdum T.suis 1
T.musculi  T. melophagium  T. dionisii T. uniforme T. simiae T. evansi | ESPECE
T. microti D T. brucei !
[ |
D 4 !
! I . I
Groupe  stercoraria | | Groupe salivaria T.Db. brucei | SOUS-ESPECE
I | I
I | I
[ |
I | I

Figure 4: Classification des trypanosomes

(D’apres Vickermann, 1985).
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Tres répandus dans la nature, ils parasitent debreax vertébrés, poissons,
amphibiens, reptiles, oiseaux et mammiféres. T@usamt pas pathogénes. Il en existe deux

grands groupes :

- Les Stercoraria, transmis par les déjections du vecteur, ce qopase un cycle se
prolongeant jusqu'a I'ampoule rectale de ce derhbiexemple type estrypanosoma cruzi
agent de la trypanosomose américaine, dont le weett une punaise appartenant a la famille
des Reduviidae.Trypanosoma cruzi chez I'héte vertébré, comprend des formes

extracellulaires et des formes intracellulaires.

- Les Salivaria, dont la transmission se fait par piglre, soit passage du parasite
dans les glandes salivaires, soit directementgsaptganes piqueurs de I'insecte. L’exemple
type estTrypanosoma brucejui comprend 3 sous especes transmises par la endisgh
Tsé. Trypanosoma bruceest un parasite extracellulaire chez I'hdte vedébAinsi on

distingue :

- Trypanosoma brucel brucei (Figure 4), parasite du bétail et des carnivores
domestiques, responsable d'une trypanosomose appéd@ana. Utilisé comme modele
expérimental, il permet la réalisation de nombreudtides sans risque de contamination
humaine.Trypanosoma brucei brucei permis notamment 'élaboration d’'un modéle murin
avec atteinte nerveuse (Jennings et coll., 192ted, 1985 ; Bafort et coll., 1987 ; Keita et
coll., 1997).
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Figure 5: Trypanosoma brucei brucei

(Site internet : http://www.micromacro.co.uk/sciefiegml/parisitology/sc3006.htm)

- Trypanosoma brucei gambiense qui est I'agent de la maladie du sommeil
dans sa forme chronique en Afrique de I'Ouest eAigue centrale. Il n’est théoriguement
pathogéne que pour ’homme, mais il existe des amiporteurs pouvant jouer le role de

réservoir du parasite (porcs, moutons...).

- Trypanosoma brucei rhodesiense est I'agent d'une anthropozoonose.
Présent en Afrique de I'Est, il est responsable ¢t®mme d’'une forme particuliére de THA

dont I'évolution clinique est aigué.

Ces 3 sous-especes sont identiques d’'un point éenvorphologique mais leurs

formes varient selon le stade du cycle de dévelogpéou elles se trouvent.

L’exemple deT. bruceiest présenté sur la figure 6:
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GLOSSINE : glandes
salivaires

trypomastigotes
premétacycliques

trypomastigotes
metacycliques

formes courtes
ne se divisant pas

<

PIQURE

;memastigutes

fonmes longues

PIQURE

forme

trypomastigotes
metacycligues:
formes coutes
he se divisant pas

GLOSSINE : intestin moyen MAMMIFERE

Figure 6: Cycle de développement et biologie desysanosomes pathogenes.

(d’aprés K. Vickerman, 1985)
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Forme “sanguicole” chez le vertébré (trypomastigote: parasite de forme allongée,
dont la taille moyenne est de 23 um X 2,5 a 3 pomprenant un corps cellulaire en forme de
feuille, avec un noyau central (Figure 7). A lat@gapostérieure se situe le kinétoplaste ou
prend naissance le flagelle, d’abord interne, quideégage du corps pour soutenir une
membrane ondulante. Ce kinétoplaste posséde un fabiNe d’'un réseau de maxicercles
(environ 10 a 100) et de minicercles (de 5000 APA_e flagelle gagne I'avant du corps ou
il peut, soit s’arréter (trypomastigote métacyctiglstumpy") soit se prolonger sous forme de
flagelle libre (trypomastigote en division, "slemtjeCes formes se déplacent librement dans
le sang et les liquides tissulaires. Seules lent&r" se multiplient et se reproduisent en 6
heures par divisions binaires et longitudinalesul&e les formes trapues, "stumpy" ou
métacycliques, se développent chez l'insecte.

A- Flagelle antérieur.

B- Cytosquelette.

C- Noyau.

D- Mitochondrie.

E- Kinétoplaste.

F- Glycosome.

G- Poche flagellaire.

H- Corps basal.

I- Appareil de Golgi.

J- Réticulum endoplasmique.

K- Membrane ondulante.

L- Attachement du flagelle a la membrane ondulante
M- Attachement du flagelle directement a la cellule

Figure 7: Représentation schématique dé&rypanosoma brucei
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Formes chez linsecte arrivé dans l'estomac de linsecte, le trypamoso
métacyclique, se transforme en forme procycliquecawe activation mitochondriale. Apres
un long périple dans l'insecte, le trypanosomeetmuve dans les glandes salivaires ou il
prend la forme épimastigote, Iégérement plus cayutela précédente avec un noyau central
et un kinétoplaste pré-nucléaire. La membrane @mdelest plus réduite, le flagelle reste libre
(Figure 7). Aprés plusieurs transformations, Ig#éryosome prendra une forme métacyclique
infectante, avec régression mitochondriale, ce pgrmet I'adaptation a la vie chez I'héte
vertébré. Récemment une reproduction sexuée aéddrdrée chez linsecte indiquant la
possibilité d’échange génétique entre les trypameso(Tait, 1983 ; Pépin et coll., 1992 ;
Mathieu-Daude et coll., 1995).

b- Tsé-tsé : " la mouche qui tue"

- Le vecteur

Les glossines ou Tsaltsalya, nom donné par lespdns pour mouche piqueuse, sont
des diptéres brachycéres Muscidae, de la sousldéateis Glossinidae, dont il n’existe qu’'un
genre, le genr&lossina

Figure 8: Glossina palpalis

(PW Pappas et SM Wardrop: College of Biologicak8ces, Ohio State University).
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La tsé-tsé est une grosse mouche brune (de 6 ani®ans le proboscis) aux ailes
croisées au repo&lossina palpalis/it autour des points d'eau de I'Afrique de I'Que'sst le
vecteur principal (Figure 8¥zlossina tachinoidesit dans les foréts galeries, c'est un vecteur
important deT. b. gambienseGlossina morsitansvit en savane séche au contact des

troupeaux d'Afrique orientale, c'est le vecteuifdb. rhodesiens@-igure 9).

La mouche pique les animaux sauvages et domestguigsassent a sa portée. Les
glossines peuvent se contaminer lors de leurs premepas sanguins, et une sur mille dans la

nature, transmet les trypanosomes a 'homme parigées (Rogers et Randolph, 1985).

1 G. tachinocides

Figure 9: Distribution géographique de la Tsé-TséreAfrique

(Site internet : Université catholique de Louvain)
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- La lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle peut se faire selon tit@ishniques :

- I'écran est simple & construire mais son atwv@étdépend presque exclusivement du
choix des tissus. Il doit étre attractif de loiriratiter la glossine a se poser pour qu’elle puisse
prendre une dose mortelle d'insecticide. Moinsceffe que les piéges, I'écran présente par
contre 4 avantages : il est tres maniable et uaedgr quantité d’écrans peut étre transportée
par une seule personne; il est robuste et peat @&tnfié a tous dans n’importe quelle
situation ; on peut trés facilement le ré-imprégi@rstcicides par simmple immersion dans
un recipient ; il n’est pas cher (Figure 10).

Figure 10: L’écran bleu/noir/bleu

(Source : http://lwww?2.ac-lyon.fr/enseigne/biologigdtossql/photos.)

- Les pieges sont des volumes a l'intérieur desglaeglossine doit pénétrer. Elle y est

tuée soit par exposition prolongée au soleil, gaitcontact avec un insecticide déposé sur le
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tissu qui le compose. La glossine est attirée @amolleur bleue et par le contraste entre le
piege et I'environnement ; & proximité du piege ebt attirée par le contraste entre le tissu
bleu et les ouvertures sombres (Lancien et GoutEix8 ; Green, 1988, 1989). Il existe une
version améliorée de ces pieges : le piege bicenfgigure 11), basé sur le méme principe et
destiné a améliorer le rendement, faciliter sa tooson mais aussi diminuer le prix de
revient (Laveissiére, 1990).

Figure 11: Piege biconique proche d’'un point d’eau

La lutte antivectorielle de I'avenir semble étrariéathode du male stérile. Elle consiste
a introduire dans une population sauvage des iuhgévide la méme espéce, stérilisés
physiquement ou chimiquement, pour compromettidekcendance et, a la longue, aboutir a
la disparition de cette population. Cette technigegose sur le fait que les femelles ne
s'accouplent généralement qu'une fois et consetuatd leur vie le sperme du male, fécond
ou non, dans leurs spermathéques. Cependant eeyme série de problemes : I'élevage de
masse de l'espéce, le choix de la méthode stétdisda compétitivité des males de
laboratoire, la taille des effectifs a lacher (\&ew et coll., 2000).
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3- Clinique de la THA

Peu apres la piglre infectante de la glossine,nithe développe un chancre
d’inoculation (ou trypanome). Ce furoncle sans té¢eit passer inapercu surtout sur peau
noire. Il contient de nombreuses formes parasgaitenomorphes de type long et effilé. Puis
les trypanosomes se multiplient et diffusent damgidnisme par voie sanguine et par voie
lymphatique. Les personnes atteintes deviennents aans le savoir des réservoirs de
trypanosomes pour les mouches. Cette phase lyropksinguine peut durer plusieurs années
(Chimelli et Scaravilli, 1997). Ce stade 1 corregpa@ la dissémination sanguine et aux
premieres réactions de défense de I'organismeipterinédiaire du systéme macrophagique
(Poltera et coll.,, 1985). On peut résumer la symmatologie clinigue a quatre

signes principaux (Dumas, 1995) :

- Une fievre anarchique et rebellea tout traitement non spécifique. Elle oscillerent
38° et 38°5 et peut s'Taccompagner d’'une détéramade I'état général.

- La présence de ganglions palpable@dénopathies), de volume moyen, élastiques,
mobiles et indolores. On les trouve surtout loéali®e long du cou et a sa base (chaines

ganglionnaires sus-claviculaires et cervicalegneide Winterbottom.
- Le foie et la ratesont un peu augmentés de volume (hépato et sp&gaiia).

- Des signes cutanégui sont de 3 types : les trypanides, les cedeinlespeurit. Les
trypanides sont des taches variants du rose awerviggacé, de 5 a 15 cm de diamétre,
localisées au thorax, aux épaules et aux hanclies.geuvent prendre I'aspect de marbrures,
de placards irréguliers, de taches annulaires daahes confluentes polycycliques a grandes
courbures. Elles passent presque toujours inapeiguepeau noire. Les cedéemes se voient
surtout sur la face. Le visage prend un aspectfibgué I'on qualifie de lunaire. Le prurit est

parfois intense et rebelle.

D’autres signes sont parfois décrits mais moingataristiques comme des troubles
digestifs (vomissements, diarrhée), des lésionsames (iritis, irido-cyclite, chorio-rétinite,

peu caractéristiques).

Lorsque les parasites gagnent le systeme nervemxpaole alors de phase de
polarisation nerveuse ou phase méningo-encéphaditiGe stade 2, est caractérisé par une
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inflammation des tissus du cerveau réalisant ungngeé-encéphalite mésenchymateuse avec
infiltration cellulaire péri-vasculaire. Alors ques signes de la premiére période, exception
faite de la fievre, régressent puis disparaissedérfopathies, hépato et splénomégalie,
trypanides) des signes neurologiques extrémemardsvapparaissent ou s’amplifient. On

peut les classer comme suit (Dumas, 1995) :

- Troubles de la sensibilité dans le cas d’un sommeilleux, la sensibilitéesfipielle
peut étre plus ou moins augmentée (hyperesthésia)ininuée (hypoesthésie) mais c'est
surtout la sensibilité profonde qui est perturd@ela se traduit, en particulier, par « le signe
de Kérandel » : la douleur a la pression est tglie le malade ne peut tourner une clé dans

une serrure.

- Troubles psychiques. le comportement du malade peut aller de I'ajga#tuix crises
psychiatriques aigués (tendances criminelles ocidaires, perversion...), de I'hilarité a la

tristesse. Globalement, le malade change radicaledeecomportement.

- Troubles moteurs: ils sont inconstants et variés. On observe aeslilements, des
mouvements involontaires trés brusques, saccadéasnatchiques (chorée) ou lents et
ondulatoires, particulierement aux mains (athétode3 signes d’incoordination rendant, par
exemple, impossible le mouvement volontaire coastsha poser un doigt sur le bout du nez
(syndrome cérébelleux) ou d’hypertonie raidissaas Imuscles moteurs (hypertonie
extrapyramidale). Plus tardivement peuvent appardds crises convulsives.

- Troubles neuroendocriniens: ils sont la conséquence d'une atteinte de I'axe
diencéphalo-hypophysaire qui regle la plupart d&srédions hormonales. On observe de
nombreux troubles hormonaux entrainant la stér{iéec aménorrhée et frigidité chez la
femme, impuissance chez 'homme), troubles de tmladion thermique, de la soif, une

insuffisance thyroidienne.

- Troubles du sommeil: ce sont les signes les plus évocateurs. lls camoant par
une succession d’épisodes de veille et de somiaaihalade s’endormant & n'importe quel
moment pour se réveiller un peu plus tard et cecjodr comme de nuit. Tres souvent on
constate une perturbation du rythme nycthémérac ales cycles du sommeil débutant par
une phase de sommeil paradoxal alors que normatereée phase ne commence qu’'apres

une heure de sommeil orthodoxe (Buguet et colR412001, 2004). A la fin le malade est
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dans un état d’hébétude permanente.

L’évolution de la maladie en I'absence de traitetrsa fait vers une cachexie dite
sommeilleuse terminale. En phase terminale, le daealast sans expression, décharné,
grabataire, trémulent et froid, indifférent a luéme et a son entourage, il s'endort. Sans
pudeur, sans propreté, émacié, squelettique, dhatfaine avec indifférence vers un coma
continu par une encéphalite démyélinisante, auteetemue, irréversible, que seule la mort,
accompagnée de convulsions, pourra interrompreyvespupar infection intercurrente,

rarement par évolution terminale.

L’analyse de I'ensemble des signes cliniques peumetdifféerenciation en 2 stades :
le stade 1 ou stade lymphatico-sanguin et le sPada stade nerveux, mais ces signes en
pratique ne permettent pas une différenciatiorede stades sauf lorsque I'affection est tres
évoluée. Le diagnostic entre les stades reste didificile, des marqueurs spécifiques

d’évolution de la maladie n'ayant pas été idertifié

4- Diagnostic de la maladie

a- Méthode de détection dans le sang et dans legfgvements ganglionnaires

Deux grands types de méthodes peuvent étre dissngen fonction des criteres
spécifigues comme la détection du trypanosome en bies criteres moins spécifiques
comme I'anémie (Cattand et de Raadt, 1991).

Méthodes directes basées sur la détection du togoame :

- Ponction des ganglions lymphatiques les prélevements sont effectués,
généralement, sur les ganglions lymphatiques latéreicaux. Le suc ganglionnaire est
prélevé a l'aiguille puis refoulé sur une lame st ensuite recouverte d’'une lamelle et
examiné de la méme facon que les préparationsrdeasbétat frais. Les frottis fixés peuvent

aussi étre stockés pour un examen ultérieur aptesation.

- Prélevement de sang comme le trypanosome est un parasite du sadgseautres
tissus c'est pour cela qu'il est recommandé podialgnostic, de prélever le sang a la fois au
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niveau des vaisseaux sanguins et des capillaires.

- Examen de sang a I'état frais une petite goutte de sang est placée sur une dam
verre et recouverte d'une lamelle afin d'étalesdieg en une couche monocellulaire. Celle-ci
est examinée a l'aide d’'un microscope optique (X0)28fin de mettre en évidence les

trypanosomes par leur mobilité.

- Frottis minces colorés: une goutte de sang est placée a l'extrémit&dame porte-
objet et étalée en couche mince selon le procébigulbh L'étalement est rapidement séché a
l'air, fixé dans l'alcool méthylique ou au May Gmald. Le frottis est ensuite coloré au
Giemsa. Toutes les lames sont examinées au migesaique ayant un fort grossissement
(X 500-1000). Cette technique permet 'examen molqayique.

- Gouttes épaisses colorées20-25uL de sang sont placés au centre d'une thame
verre et étalés. Il est recommandé de laisser séeh@élévement 1 heure voire 2 heures.
L'étalement non fixé est coloré au Giemsa. Les fasmnt examinées a I'immersion l'aide
d’'un microscope optique a fort grossissement (X-5000). Cette technique a l'avantage de
concentrer les parasites et de permettre leur ems&vidence plus facilement. L'inconvénient

de cette technique peut étre I'altération morphiglog des trypanosomes.

- Méthodes par concentration

La plupart des patients parasités pab. gambiensprésentent une parasitémie faible,
et la mise en évidence des parasites est difficds. méthodes de concentration des parasites

deviennent donc nécessaires.

- Centrifugation en tubes a hématocritg Technique de Woo, 1970) : le sang est
prélevé sur des tubes capillaires héparinés. Cewort centrifugés a 3000 g pendant 10
minutes, I'extrémité fermée étant positionnée \Verdérieur. La lecture se fait a l'interface
plasma-leucocytes ou sont concentrés les trypamesorbe capillaire placé sous un
microscope optique, est recouvert d’'une lamelles gi@space autour de cette portion est
recouvert d'eau afin d’éviter les diffractions &tzbne de la couche leucocytaire est examinée
au microscope optique a faible grossissement (D00x3. Le systéme QBT (Quantitative
Buffy Coat, Becton-Dickinson) est une variante dette technique mais nécessite un
microscope a fluorescence. Le colorant utilisé peumontage est I'acridine orange.
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- Examen au microscope a contraste de phasée sang est prélevé dans des tubes
capillaires héparinés et centrifugé comme ci-deslsegube est rayé puis coupé 1 mm au-
dessous de la couche leucocytaire ; la partie Bupérinclut la couche supérieure des
hématies et le plasma. Les éléments contenus @#esportion de tube sont refoulés sur une
lame recouverte avec une lamelle, et examinés exrogtiope a contraste de phase ou avec un
éclairage normal. Il existe une autre possibilieécgntrifugation des tubes a hématocrite :
c'est une simple micro-centrifugeuse de terrairctionnant a la main. Cette centrifugeuse

donne des résultats comparables a ceux de lafogetise a hématocrite.
- Techniques d’hémolyse elles ne sont plus utilisées en routine.

- Filtration sur mini-colonne échangeuse d’anionfou mAECT pour mini Anion
Exchange Centrifugation) : lorsqu'on fait passesang infecté par des trypanosomes sur une
colonne échangeuse d'anions appropriée (DEAE-os#)l les éléments figurés du sang de
I’héte étant chargés plus négativement que nenelss trypanosomes, ils sont adsorbés sur
la colonne échangeuse d'anions, tandis que leartogpmes sont €lués, en conservant toute
leur viabilité et leur infectivité. Une méthode gilifiée de terrain a été mise au point pour le
dépistage de parasitémies faibles. Cette techriiggre qu'un peu “lourde” a I'avantage de

présenter une grande sensibilite.

- La culture de trypanosomes cette technique de mise en évidence des
trypanosomes est lourde et onéreuse. Le principsimple : le sang du patient suspect est
inoculé dans un milieu de culture approprié : Ie&/K(kit for in vitro inoculation). La
technique est analogue a celle de 'hémoculturbaateériologie (Aerts et coll., 1992). Si les
trypanosomes sont présents dans le sang prélswy inultiplient sous forme procyclique et
leur mise en évidence est possible par examen®sampiques réguliers. Hormis le codt qui
est la premiére contrainte, il faut entre autre lggeprélevements et 'ensemencement soient
faits avec une stérilité rigoureuse. En outre Bultdt n’est obtenu que 2 a 3 semaines apres

I'ensemencement du milieu.

- Méthodes immunologiques

Les technigues immunologiques les plus courammgiigées sont le CATT (Card
agglutination trypanosomiasis test) et I'lFI (Imnofilnorescence Indirecte) :
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- le CATT : I'agglutination directe (CATT) est devenue lsttde terrain le plus utilisé
(Magnus et coll., 1978). Il utilise des trypanossni@molés, colorés au bleu de Coomasie,
isolés du sang de rat par chromatographie sur D&#lblose. Le trypanosome choisi
contient un VAT (“Variant Antigen Type”) prédominiadans la plupart des souches e
gambiensgle LiTat 1.3. La sensibilité du test varie dea’7500%. Il s’utilise sur sang total et

lorsque le sérum est dilué au 1/5, sa spécificiggreente.

Il existe des zones ou la sensibilité du tesfate notamment au Nigeria ou dans le
sud Cameroun. Les anticorps spécifiques de trymames détectés par ce test peuvent encore
étre détectables 3 ans apres le traitement (Fetedll., 1978, Paquet et coll., 1992, Garcia et
coll., 2000). Des variants de ce test sont actongig a I'étude notamment un test au latex
comportant plusieurs antigenes (Blscher et c@lP91 Jamonneau et coll., 2000).

- I'IFI (Immunofluorescence Indirecte)es tests IFI ont montré leur intérét dans la
lutte contre la THA en Guinée Equatoriale (Simareal., 1991). Ce test ne donne pas de
résultats immédiats sur le terrain. Des frottistgpanosomes obtenus chez des souris sont
incubés avec le sérum a tester ou aprés élutioartr @’'un papier filtre, puis avec un
conjugué fluorescent de type IgG contre-coloré kw lo'Evans. La reproductibilité de la
technique est liée a I'utilisation d’'un VAT standé :T. b. gambiensgiTat 1.3 (Magnus et

coll., 1978). L'IFI peut étre utilisée avec sérumlcCR.

- Méthodes indirectes

Ces méthodes hématologiques démontrent plus lets effi parasite sur leurs hétes
gu'elles ne détectent directement le parasit@éige est un indicateur fiable d'une infection
par les trypanosomes, bien gqu'elle ne soit pasogatmonique. L'anémie peut étre appréciée

par :
- la valeur de I'hématocrite,

- ou, mieux, par le taux d’hémoglobine.
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b- Méthodes de détection dans le LCR

Le LCR est un liquide clair, sans couleur contended protéines, du glucose, du
potassium en faibles quantités mais de grandeditgsade chlorure de sodium. Dans un LCR
normal, les substances retrouvées sont les mémesceiles du sang mais a d’autres
concentrations. Soixante dix pour cent du LCR esidgit par les plexus choroides
(ventricules latéraux, toits di™ et du 2™ ventricule), le reste est produit par le lit chaiie
cérébral (18%) et le métabolisme (12%). Chez I'h@nta LCR correspond a un volume de
150 mL environ dont 23 mL sont présents dans lesriceles. Une production journaliere de

0,35 & 0,37 mL/min est assurée, soit environ 40fout.
Les techniques de dépistage a partir du LCR sont :
- La numération cellulaire : la lecture est possible sur 5 chambres diffésente

La cellule de Fuchs Rosenthal, la cellule de Ma&as$a cellule de Neubauer, la
cellule de Kova et la cellule de Nageotte. Les dbras des cellules se remplissent par
capillarité avec un volume précis de LCR. La leetse fait au grossissement 10. La limite
arbitraire de 5 cellules/pL correspondant a la raditén (Miézan et coll., 1998) a été critiquée
a de nombreuses reprises. Cette limite de 5 cellese¢ proche de la limite de détection des
chambres de comptage utilisées ce qui permet deddtuctuations des résultats lors de la

répétition de cet examen sur un méme échantillon.

Il faut également savoir que le seuil de normal&ée en fonction de I'age : il est
normal jusqu'a 30 cellules/uL pendant la premiersmés de vie, normal jusqu'a 20
cellules/pL entre 1 et 4 ans, normal jusqu’a 1Quted/pL de 5 ans a la puberté (Kjeldsberg et
coll., 1993).

- La protéinorachie

A I'état normal, les protéines du LCR sont consgitsl de 70% d’albumine et 30%
d’'lgG originaires du plasma. Ces concentrationsatiets se modifient au cours de
linflammation. Le dosage des protéines n'est pasabe courant dans les activités de

contrle de la maladie du sommeil en raison prasabht de la nécessité de disposer d’'un
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matériel adapté et de l'instabilité des réactifs. deuil de normalité varie en fonction de la
technique colorimétrique utilisée. En effet, leaatéons et les absorbances des différentes

techniques colorées sont différentes avec I'albernin'lgG.

Technique de précipitation (a I'acide trichloro-acétique (TCA) ou sulfosaligue).
Le test de Sicard Cantaloube consiste en I'additiom acide afin de réduire le pH et de
dénaturer les protéines qui précipitent. Le volwnhkintensité de précipitation correspondent

a une concentration en fonction d’un standard @pation visuelle).

Il existeune version simplifiée de ce testvec lecture visuelle en comparaison a une
gamme standard ou avec une lecture au spectropbtstom450 nm. Trois cents micro-litres
de LCR préalablement centrifugés dans un tube aoatés a 900uL de TCA dilué a 5% et
homogénéisés. La lecture se fait 5 min plus tarcc@mparant la turbidité a celle de la
gamme. La solution stock de TCA doit étre renowéddis les mois. Le seuil de normalité de
cette méthode est de 250 mg/L (OMS, 1983). La pitation avec I'acide sulfosalicylique est
une autre possibilité. Un volume de 1 mL de LCRagstité a 3mL d’acide sulfosalicylique a
30 g/L. la lecture visuelle ou au spectrophotomat#éd0 nm est effectuée aprés 5 minutes. Le
seuil de normalité varie entre 100 et 450 mg/L (QEB3).

Les méthodes colorimétriquegBleu de Coomasie). Il existe 2 techniques difiézs,
'une utilise des cuvettes en polystyréne spécidlastre des plaques de lecture ELISA. Le
réactif utilisé est le Bleu de Coomasie G250 (Eid)r il est utilisé aprés dilution
extemporanée au £% dans de I'eau distillée. La technique avec cuvetilese 50 pL de
LCR qui sont déposés dans la cuvette. Deux miltg @ents micro-litres de réactif sont
additionnés puis homogénéisés doucement. La lepauese faire au bout de 2 minutes, il est
recommandé de ne pas dépasser une heure. La lepaue étre visuelle ou au
spectrophotometre a 595 nm. La concentration sitaitk de la courbe standard. Le seuil de

normalité est de 370 mg/L.

La technique utilisant des plaques ELISAnécessite 10uL de LCR qui sont déposés

dans chaque puits ; 200 pL de réactif dilué sowit@tinés comme précédemment. Apres
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homogénéisation, la lecture se fait dans I'heuiesgit, éventuellement en utilisant un lecteur

ELISA. Le seuil est le méme que pour la techniquelerette.

Méthode utilisant la réduction du CU#* (BCA). Il faut disposer d'un kit (Pierce) et
de plaques ELISA. Le réactif est préparé extemmmrdilué au 1/50. 10uL de LCR sont
pipetés dans les puits, 200uL de réactif sont @guhomogénéisés et incubés 30 min a 37°C.
La lecture peut étre visuelle ou avec un lectebt@nm. Pour cette méthode, il N’y a pas de

seuil.

La fiabilité et la reproductibilité de ces techrégusont dépendantes de la rigueur, de

la propreté du matériel et de I'eau utilisée pesrdilutions des réactifs.
- La recherche de trypanosome :

La détection du trypanosome dans le LCR demeupeclave irréfutable d’'une atteinte

du SNC en I'absence de manifestations cliniquesaivices.

Le LCR doit étre examiné immeédiatement apres ldéepegnent, ce qui permet
d’observer le trypanosome mobile. Sa mise en écelan cours du comptage des cellules est
peu sensible en raison du faible nombre de pasadidms le LCR. La sensibilité de ces
techniques a été améliorée en centrifugeant le LIBBis techniques différentes sont alors

possibles :

Centrifugation simple du LCR. Un volume de LCR est centrifugé dans un tube
conigue a vitesse faible (10 min, 1000 g), le sgeaat est retiré sans toucher le fond du tube.
Le culot est ensuite re-suspendu dans le faiblemel de LCR restant et ce volume est
transféré sur une lame qui est ensuite recouvartedamelle et examinée au microscope au
grossissement 10 ou 40. Il faut examiner scrupelaest toute la lame (Miézan et coll.,
2000).

Double centrifugation du LCR. La centrifugation se fait comme précédemment dans
un tube conique en prenant un volume plus impok@& mL). Le surnageant est éliminé et
le culot homogénéisé et réaspiré dans des tubelacap remplis au 3/4, ces tubes sont
scellés a la flamme du co6té sec du tube. lls sentritugés dans une centrifugeuse a
hématocrite (1 min a 13000-15000 g). lls sont daglisposés sur une lame, recouverte d’'une

lamelle au niveau de I'extrémité scellée, et I'éiddi d'’eau claire entre la lame et la lamelle
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permet d’éviter les diffractions. L'examen micropimpue des extrémités scellées se fait a
'objectif 10 ; la technique de double centrifugati permet de détecter la présence de
trypanosome dans le LCR chez 30 % des patientsafiCaet coll., 1988).

Simple centrifugation modifiée Cette technique plus simple que la précédente
semble tout aussi sensible mais n’a pas été évalggande échelle. On centrifuge 2 mL de
LCR (5 min, 450 g) dans une pipette pasteur scell& flamme et recouverte d’embout
plastique bleu utilisé pour les pipettes automatsgde 1mL. L'extrémité scellée est ensuite
examinée dans une chambre de lecture comme paloulle centrifugation avec addition

d’eau pour éviter les diffractions (Miézan et cdl000).

5- Critéres actuels classant les patients en statle

Classiquement un patient est considéré en stadie [H maladie lors de la découverte
d'un trypanosome dans le LCR. Cette découverte aistoire et 'OMS recommande

'adoption des criteres suivants (OMS, 1998) :

une cytorachie supérieure a 5 éléments/uL dan<R &t présence de trypanosome

dans le systéme lymphatico-sanguin,

une protéinorachie supérieure a 450 mg/L avec poésele trypanosome dans le

systeme lymphatico-sanguin (OMS, 1998).
Ces criteres prétent a discussion pour 4 raisonsipales :

- leur manque de spécificité ; une autre infectthn SNC peut donner les mémes

altérations (sida, tuberculose, syphilis ainsi daeitres parasites du SNC),

- leur manque de précision quant aux techniquedilgeu pour permettre une

standardisation et une reproductibilité,

- 'absence de conduite précise a tenir pour lei sléis patients, sa durée, le nombre de

contréles et les criteres de guérison,

- enfin en pratique sur le terrain, seule la cytbia est effectuée dans le cadre du
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diagnostic du stade nerveux. La mise en évidencdrghanosome est une découverte

aléatoire au cours du comptage.

D’autres criteres ont été proposés mais leur agihic a grande échelle est tres

rarement effectuée :

- présence d’'IgM dans le LCR a un taux supériel@@mg/L ou représentant plus de
10 % de la protéinorachie (Greenwood et Whittl&,3L90udard, 1976),

- présence d’antigénes spécifiques du trypanosa@me lé LCR (Nantulya, 1992),

- présence d’anticorps spécifiques dans le LCR.rMgécoll., 1970a ; Wéry et coll.,
1970b ; Whittle, 1977 ; Roffi et coll., 1979 ; Lesme et coll., 1988 ; Smith et coll., 1989).

6- Le traitement

a- Les médicaments actuels

Plusieurs produits peuvent étre utilisés pourd@gdment de la THA, classés en deux
groupes basés sur leur capacité ou non a travdarB&tM (Denise et Barett , 2001 ; Keiser et
coll., 2000, Bouteille et coll., 2003).

Dans le cas d’'une trypanosomose, 2 traitementspamsibles en fonction de la phase

de la maladie :

- Stade | le traitement comporte la pentamidinen{@=arinat®) ou la suramine
(Germanin®),

- Stade Il le traitement est basé sur le mélarsopusobal®, Mel B) ou l'alpha-
difluorométhylornithine (DFMO, éflornithine, Orni@®) (Doua et coll., 1987 ; Doua et coll.,
1994 ; Mbati et coll., 2000).

Le nifurtimox présente I'avantage d’étre actif a2xstades de la maladie, mais ne

dispose pas d’autorisation de mise sur le marchélpe trypanosomoses africaines.

Pour une infection avet. b. rhodesiensde choix se limite a la suramine (Bayer205,
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Germanin®) pour le stade précoce et au mélarsgomal une atteinte nerveuse.

Le mélarsoprol est trés toxique et doit étre @iksec précaution car c’est un dérivé
de I'arsenic qui peut, dans certains cas, entrainerencéphalopathie qui est souvent fatale (5
% des patients, Legros et coll., 1999 ; Blum el c2001).

Les traitements qui ne franchissent pas la BHM petuvavoriser le risque de

progression de la maladie vers un stade neuroleggle stade Il n'a pas été diagnostiqué.

La complexité du traitement de la THA se compremd [a dualité du type de
traitement en fonction du stade et par la nécediitésuivi prolongé des patients (au moins 2
ans) pour affirmer la guérison ce qui, dans leditmms de brousse, n'est pas chose aisée
(Dumas et Bouteille, 2000).

Enfin la chimiorésistance est un probleme nonigégble. De plus, des résistances
apparaissent pour les médicaments actuels (BatrBdirlamb, 1999 ; Matovu et coll., 2003 ;
Bray et coll., 2003).
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Effets

. Dénomination Classe o Mécanisme . .
Produit . . . Indication L Posologies secondaires
commerciale | moléculaire d’action S
toxicité
smakgjour L, | oS
Germanin® . Stade 1 Inhibition des 10 mg/kg jour3, | YoM s
. Naphtylamine d choc, paresthésie
Suramine enzymes de la 20 mg/kg jours, "
B polysulphonate T b. rhodesi Iveolovse 11 23 30 troubles rénaux,
ayer . b. rhodesiense glycoloy I\} Ier;te , modifications
hématologiques
Pentacarinat o Stade 1 Inhibition de la S- 4 mg/kg, IM Douleurs
- O Diamidine . N profonde ou 1V, ;
Pentamidine Pentamidine BP| . adénosylmethioning . abdominales,
. aromatique . . tous les 2 jours, . ;
Aventis T. b. gambiense décarboxylase pendant 20 jours vertiges, nausées
3,6 mg/kg maxi,
en 3-4 séries dgl Encéphalopathie
3-4 injections | mortelle, fievres
Stade 2 séparées par 1Q isolées, phlébites,
Arsobal® Inhibition jours de repos, I\ réactions cutanées
) e . . trypanothione lente
Mélarsoprol sedapharm | Dérivé arsenica] T.b. gambiense
(Aventis) reductase et pyruvate
T. b. rhodesiense kinase 2,2 mglkg/jour Méme effets
T pendant 10 jourg - .
(Schmid et coll secondaires mais lp
2005 - Moore | durée du traitement
20’05) ' est plus courte
DFMO (2-
. X _— 400 mg/kg/24 . . .
- . Stade 2, rechutes . 5
(dlfluorome.thyl) Ornidyl® Analogue de u |n’thI.tIO.n de heures, 14 jours Diarrhées, anémies,
DL-ornithine . B I'ornithine troubles
. Aventis I'ornithine . . 1V lente, 4g/rﬁ -
monohydrochloride T. b. gambiense décarboxylase chez lenfant neurologiques
monohydrate
Stade 2, rechutes| Production du stress Anorexie
oxidatif chez le 15 a 20 mg/kg vomisseme'nts
Nifurtimox Lampit® Bayer Nitrofurane T. b. gambiense parasite par ion | pendant 14 jours, troubles !

T. b. rhodesiense (7

)

superoxyde (@) et
radicaux libres

voie orale

neurologiques

Tableau 1: Récapitulatifs des traitements utilisépour la THA

Les produits disponibles pour le traitement de HATsont peu hombreux et souvent

toxiques. La disponibilité future de ces produitesh pas certaine et les cliniciens sont

souvent confrontés a des échecs thérapeutiquesedltzerche et le développement de

nouveaux médicaments spécifiques ont été délajgsedant de trop nombreuses années,

malgreé les grands progres réalisés dans la commaissles trypanosomes. Il est donc urgent

d’intensifier et de faciliter la recherche de noawe produits et de tester dans des essais
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cliniques randomisés des associations de prodgi®uibles.

b- Les traitements de I'avenir

A I'heure actuelle, la recherche de nouveaux tnaétets contre la THA s’avére
infructueuse. En effet depuis les années 40, disautoujours les mémes. Dans les années 90,
avec le mégazol une nouvelle stratégie est envaseg@n action trypanocide a été prouvée
d’abordin vitro sur différentes souches de trypanosomes ipuwis/o sur la souris et le singe
(Marie-Daragon et coll., 1994 ; Bouteille et coll995 ; 2003 ; Enanga et coll.,, 2000). Son
pouvoir a traverser la barriere hémato-encephaligusa bonne tolérance chez l'animal
notamment chez les ovins (Boda et coll.,, 2004)isséaenvisager une nouvelle thérapie,
malheureusement, les essais de toxicité ont raueléort pouvoir mutagéne (test d’Ames
positif et test des micronuclei) qui a bloqué sémadoppement (Poli et coll., 2002 ; Nesslamy

et coll., 2004).

Un autre traitement éventuel a wvu le jour récemmeid DB 289
(amidinophénylfurane). Cette molécule est activasdas infections Eneumocystis jiroveci.
Les testsn vitro etin vivo sur différents animaux en stade | de la maladie poometteurs.
Les essais cliniques de phase | n'ont montré aatfehsecondaire. Les essais de phase Il ont
débuté récemment en Angola et en République Détiqaeadu Congo. En plus, des essais

de traitements du stade Il sont en cours actuetie(®turk et coll., 2004).

7- Le vaccin : réve ou realité

Le parasite échappe au systeme immunitaire deel’eétfaisant varier son manteau
antigénique, grace aux VSG. Ceci est du a I'expyasalternative de certains genes ou bien
dans d'autre cas, au réarrangement de site d’ADNgéotype du trypanosome. Mais
certaines protéines comme les récepteurs de sudeaésés au niveau de la poche flagellaire
du parasite, sont dites invariantes et permettévisager une thérapie vaccinale (Pays,

1995 ; Overath et coll., 1994).

Des protéines intracellulaires invariables ont égednt été mises en évidence, c’est le
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cas par exemple des MAPs (Microtubules Asociatedeirs) et plus particulierement de la
p52 qui est une protéine glycosomale. Des rate®sduris immunisés avec cette protéine ont
présenté une protection contre différentes soud®egrypanosomes et le sérum de ces
animaux pouvait entrainer une agrégation des pesasi vitro (Balaban et coll., 1995).
Toujours en utilisant des MAPs spécifiques au tngsame, pl5, d’autres immunisations ont
été réalisées mais cette fois en utilisant comnateve vaccinal un adénovirus. Ce dernier a
permis de développer une réponse immunitaire néaifigue. Rasooly et Balaban (2004) ont
ainsi réussi a produiri@ vivo une protection parasitaire tout en développantprakfération
des lymphocytes T CD8

Dernierement, une étude portant sur une immunisadiopartir de tubuline de
trypanosome a été réalisée. Le transfert passifidenunité grace aux sérums des souris
riches en anti-tubuline a été réalisé et a protisgesouris infectées par différentes souches de

trypanosomes (Lubega et coll., 2002).

Une autre voie vaccinale se développe, cette faispas en utilisant des protéines du
parasite mais les glycolipides de surface et leglgssides. Ces derniers ont été obtenus par
TLC et identifiés par chromatographie gazeuse ettspmétrie de masse (Uemura et coll.,
2004).

Le premier probleme de la thérapie vaccinale estdaerche de I'antigéne stable du
parasite permettant une réponse immunitaire suffisant importante et efficace pour toutes

les souches.

Cette recherche vaccinale semble pour l'instanézasdéatoire et n’est pas encore
sortie des laboratoires. Aucun test n'a été fagrande échelle sur des animaux et encore

moins chez ’homme.

8- Les interrogations actuelles

La premiere, et non la moindre des questions, essaloir pourquoi I'endémie
sommeilleuse resurgit pratiqguement toujours dangueel’on appelle les “foyers historiques”
ou, entre la fin du XIXéme siécle et les annéedatpopulation fut décimée. Les prospections
médicales, seules, avaient pu enrayer le mal. Aaicampagne de lutte antivectorielle contre
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la mouche tsé-tsé n’avait contribué a ce succesrypanosome est-il quiescent au niveau de

réservoirs proche de 'homme ?

Le réservoir humain a-t-il été totalement assairh 2n croire les données assez
récentes, les tests couramment utilisés pour les@@e et le diagnostic ne permettent pas
d’identifier la totalité des malades, méme lorgdespections pousseées a but scientifiqua et,
fortiori, lors des prospections de masse (Enyaru et ¢0B8). S’agit-il d’'un phénoméne lié
au parasite, au trypanosome lui-méme ? Y-a-t-ikéection de souches pathogenes pour
’homme, mais qui simultanément ne répondent pas tasts et n'‘occasionnent pas des

symptémes d’appel aussi marqués qu’autrefois ?

En ce qui concerne le role de ’lhomme, il serapamant de savoir si des souches sont
spécifiques d’un foyer ou d’'une zone bio-géograpid-es mouvements de populations ont-
ils contribué a la dissémination de parasites aebsgleés populations humaines “réceptrices”
étaient plus ou moins bien adaptées ? Une réporséiexquestion supposerait de posséder

une “carte d’identité” fiable du trypanosome pdiddntifier et suivre sa dispersion.

La glossine doit, elle aussi, jouer un role daégdlution de cette maladie. Le cycle du
trypanosome dans l'insecte, non encore totalenmleotd&, pourrait étre sous la dépendance
de plusieurs facteurs intrinseques et extrinsefpexmisant ou non la capacité vectorielle de
la tsé-tsé ; des facteurs climatiques, alimentatgseut-étre génétiques jouent également un

role.

Le diagnostic parasitologique de la trypanosompae/)’observation du parasite dans
le sang du malade, est rendu difficile par desgi@mies généralement tres basses inférieures
au seuil de sensibilité des tests a notre dispositi est possible que par défaut de détection,
des individus atteints retournent dans le foyaoeistituent un réservoir potentiel.

Un autre probleme est celui de la déterminatiorstdale de la maladie, basée sur le
simple comptage de cellules dans le LCR avec wasisques d’erreurs qui en résulte. Sur le
terrain, la découverte d’une cytorachie supérieul@ normale n’est pas toujours en relation
avec I'état du malade. La encore, beaucoup re$siréapour apporter des améliorations et
une voie possible serait d'utiliser les outils noolldires (PCR) pour détecter la présence

eventuelle du parasite dans le LCR (Seed, 2001).
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Il reste donc difficile de nos jours, compte ten&l ¢k qui vient d'étre énuméré,
d’organiser des campagnes de luttes efficaces edemdémie sommeilleuse. Et pourtant
plusieurs outils ont été mis au point et testés areces mais il se pose alors souvent le
probleme du colt. Les méthodes de lutte contreldasme sont efficaces et plusieurs
systemes de piegeage ont fait leurs preuves a gr&ctielle. Le piegeage est facile
d’utilisation, rapide a mettre en place et inofiemmur la faune non cible (Schofield et
Maudlin, 2001), cependant dés qu'ils ne sont plitgigs, les villageois manquent de

motivation et cessent d'entretenir les pieges...
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[I- Rappels d’'immunologie

Le systeme immunitaire est chargé de la défenstrectas agents pathogenes et de
I'élimination des substances étrangeres a l'orgemid.'introduction dans l'organisme d'un
agent pathogéne ou d'une substance étrangere d&elame réponse immunitaire. La
caractéristique essentielle de la réponse immuaitst la spécificité : la réponse est dirigée

de facon trés sélective contre I'agent pathogeria substance étrangére en cause.

1- Généralités

a- Le systeme immunitaire reconnait des antigénes

On appelle antigéne (Ag) toute substance reconandepsystéme immunitaire. Un
antigéne peut correspondre a un agent pathogém#(iea virus, parasite), a une cellule
étrangere a I'organisme (cellules d'un organe @re#fllules sanguines lors d'une transfusion),

a une substance étrangere (sérum antivenimeugidenimale, médicament...).

Dans l'immense majorité des cas, les antigenes desmtsubstances étrangeres a
l'organisme. Néanmoins, la notion d'antigene eleceé substance étrangére ne sont pas
superposables : le systeme immunitaire peut redoandes composants de notre propre
organisme (le "soi") que I'on qualifie alors d'aatdigénes, par opposition aux antigenes

exogenes (qui font partie du "non-soi").

b- La cellule responsable de la reconnaissance dantigéne est le lymphocyte

Les lymphocytes, et eux seuls, reconnaissent $péeifient les antigenes. Les
lymphocytes synthétisent et expriment a leur serides récepteurs spécifiques d’antigenes.
lls sont les seules cellules a le faire. Les ré@aapt pour l'antigéne d'un méme lymphocyte
sont identiques entre eux : chaque lymphocyte cenr@it qu'un seul antigéne, ce qui assure

la spécificité de la réponse.

Les lymphocytes se répartissent en deux populapansipales, qui different par leur
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mode de reconnaissance de l'antigéne et par leudaihs les défenses de l'organisme : les
lymphocytes B et les lymphocytes T, responsablggeativement de I'immunité humorale et

de l'immunité a médiation cellulaire. L'immuniténhorale s'exerce par l'intermédiaire des

anticorps, qui sont des molécules d'immunoglobslirfly) sécrétées dans les liquides

biologiques et susceptibles de reconnaitre spéeifigent les antigenes. L'immunité a

médiation cellulaire est exercée directement padymphocytes T, qui agissent par contact
direct avec d'autres cellules de I'organisme.

c- La réponse immunitaire

Au cours de la réponse immunitaire, les lymphocyegcifigues de l'antigene
reconnaissent celui-ci par l'intermédiaire de lekgepteur clonotypique. Cette interaction
ligand-récepteur déclenche un signal d'activatiersein des lymphocytes impliqués, ce qui
constitue le "premier signal”, indispensable pdaduction d'une réponse immunitaire : les
lymphocytes reconnaissant l'antigéne sont les seulscevoir ce "premier signal”, ce qui
assure la spécificité de la réponse. Au cours dépanse immunitaire, les lymphocytes se

transforment en effecteurs, capables d'éliminatifjane, directement ou indirectement.

La capacité d'un antigene a induire une réponseuimtaire efficace est appelée
immunogénicité. L'immunogénicité et I'antigéniaii@ sont pas superposables : dans certaines
conditions, des antigenes, bien que reconnus paysk&me immunitaire, n'entrainent pas de
réponse immunitaire ; inversement, on peut rengm@unogéniques des antigenes qui ne le

sont pas naturellement.

d- La mémoire immunitaire

C'est une des caractéristiques essentielles dgptmse immunitaire. Le contact avec
un antigéne A induit non seulement une réponse imaite anti-A, mais également une
mémoire immunitaire : lors d'un deuxiéeme contaecalantigéne, la réponse anti-A sera plus

efficace.

La mémoire immunitaire est spécifique de l'antigeameontre, vis-a-vis duquel on dit
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gue le sujet est pré-immunisé. Lors du premieraardavec l'antigéne, on dit qu'il y a réponse
primaire ; lors du deuxiéme contact avec le mémtegame, on dit qu'il y a réponse
secondaire. La réponse secondaire se différencia déponse primaire par son apparition
plus rapide apres le contact avec l'antigene, ais de cas de la réponse humorale, par la

production d'anticorps en quantité supérieure gtlage forte affinité.

e- Immunité innée et immunité acquise
La réponse immunitaire spécifigue ne constitue lpaseul moyen de défense de

l'organisme. Elle est complétée par des mécanigmegfense non spécifiques d'antigene.

BN

Ces mécanismes préexistent a lintroduction dereksgur dans ['organisme,
contrairement a la réponse immunitaire, qui se lo@pe a la suite de celle-ci. C'est la raison
pour laquelle on regroupe souvent les mécanisme&fgmse non spécifiques sous le vocable

d'immunité innée, pour I'opposer a I'immunité asguspécifique d'antigene).

2- Les cellules et organes immunitaires

Les cellules qui constituent les acteurs des résimamunitaires sont dérivées des
cellules souches de la moelle osseuse, et appatiera deux grandes lignées : la lignée
lymphoide et la lignée myélomonocytaire. Elles sentrenouvellement permanent. Trois
principaux types cellulaires sont impliqués : lgmphocytes, les cellules dendritiques, les

monocytes/macrophages.

a- Les lymphocytes

Les lymphocytes B et T ne sont pas distinguablesrphwogiquement. La
caractéristique essentielle par laquelle ils d#ifér est I'expression a la membrane de
récepteurs clonotypiques distincts : immunoglolitii®e membrane (mlg) pour les B et TCR

(T cell receptor) pour les T.
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On peut caractériser les lymphocytes (mais égalentem autres cellules de
limmunité) grace a d'autres molécules membranainegortantes pour leurs fonctions, et
utilisées comme "marqueurs de membrane". Pour guiéponse immunitaire puisse se
produire, il faut que les lymphocytes reconnaisd@amitigene et qu'ils interagissent avec
d'autres éléments du systéme immunitaire. Ces atiens se font au moyen de
glycoprotéines de membrane, que les lymphocytesi@®@nt au cours de leur maturation
dans les organes lymphoides centraux. Ces glydopest different dans les différentes
populations de lymphocytes, qu'elles permettendidiénguer : on les appelle marqueurs de
membrane. Comme la présence de ces moléculessslyniphocytes est détectée au moyen
d'anticorps, on les appelle également antigénesndmbrane. La nomenclature de ces
molécules est basée sur une dénomination en "CIDstée de différenciation) avec une

numérotation, enrichie a mesure des découvertes.
Principaux marqueurs des lymphocytes B

- CD79 : co-récepteurs associés a I'lg membrangirepermet la transduction du
signal lors de la liaison de I'antigéne a I'lg dembrane

- CD19, CD20
- molécules de classe Il du CMH

- récepteur de type Il pour le Fc des IgG (CD32ijs& pour la rétro-régulation
négative de la réponse anticorps par les IgG

- récepteurs pour certains fragments de dégraddtiamomposant C3 du complément,

qui jouent un réle d'amplification de la réponsgamps.
Principaux marqueurs des lymphocytes T.

- TCR (T cell receptor) qui peut étre de deux typ@€R a/ ou TCRY/d, récepteur
clonotypique. La trés grande majorité (>90 %) desphocytes T des organes lymphoides

secondaires utilisent le TGP (lymphocytes To/B), chez I'adulte.

- CD3: molécules associées au TCR et permettantrdasmission du signal

antigénique
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- CD2, CD5

- dans le cas des lymphocytesn/B, la molécule CD4 ou la molécule CD8 selon la
sous-population. Ces sous-populations sont appetéspectivement T CD4(ou T4) et T
CDS8" (ou T8). La majorité des lymphocytes T du sangt 9D4" (le rapport T4/T8 est
d'environ 1,5). Dans les organes lymphoides, qatportion varie selon le cas, mais les

lymphocytes CD4sont généralement majoritaires.

Les molécules CD4 et CD8 interagissent respectinémeec les molécules de classe
Il et de classe | du CMH. Cette interaction, gabgise la liaison entre le TCR et le complexe

CMH/peptide, confere aux lymphocytes T une sélé@étpour les classes Il ou les classes |.

Les lymphocytes T CD4interagissent avec les cellules qui présententpeéesides

antigéniques associés a des molécules de claggeCIMH.

Les lymphocytes T CD8interagissent avec les cellules qui présententpegpsides

antigéniques associés a des molécules de classENV#.

Les lymphocytes Ty/d n'expriment en général ni CD4 ni CD8 et sont nitaoes

chez le sujet adulte.

Il existe une troisieme catégorie de lymphocytes-fimon-B qui n‘expriment ni mig
ni TCR a leur membrane. Ces lymphocytes apparti@rgéimmunité innée, car ils exercent
une cytotoxicité cellulaire naturelle (avant touéponse immunitaire) vis-a-vis de cellules
tumorales ou de cellules infectées par un virus.l€3nqualifie également de cellules NK
(pour "natural killer"). Il n'existe pas de marquéotalement spécifique et universel pour ces

cellules, que I'on caractérise par les moléculgsagiriétés suivantes :
- CD56, CD57
- CD2 en absence de CD3

- récepteur de type Il pour le Fc des IgG (CD1#ijisé pour la cytotoxicité
dépendante des anticorps

- CD161 : récepteur NKRP-1 de cytotoxocité
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- leur morphologie : grandes cellules contenant giesiules de cytotoxicité (d'ou

I'appellation de LGL pour "large granulous lymphiasy)
- leur activité cytotoxique ("NK") vis-a-vis de ¢aines cibles cellulaires

Les lymphocytes NK représentent une proportionaidei des lymphocytes du sang

circulant.

Enfin les cellules NK-T sont des lymphocytes ungjagii expriment les marqueurs
des cellules NK et des cellules T. A la différedes cellules NK, elles expriment le CD3 et
le TCR et a la différence des cellules T elles iexent de maniere constitutive les marqueurs
de cellules NK comme le CD161. Contrairement aullules T conventionnelles, leur
répertoire TCR est fortement restreint. Les celUMK-T présentent une ségrégation tissu-
spécifiqgue chez la souris, en effet elles sont plobgndantes dans le foie, le thymus, et la
moelle (30%, 30% et 20% de lymphocytes, respecivg)ntout en constituant un plus petit
pourcentage des lymphocytes dans la rate et le mou@hez I'homme, les cellules NK-T
CD56 CD16T sont plus nombreuses dans la moelle et le foim glus petit nombre dans le
sang périphérigue (Bendelac et coll., 1997 ; Sebret coll., 2003).

Les TCR des cellules NK-T reconnaissent une motéapparentée au CMH, le CD1d
qui est une protéine non polymorphique, exprimédgsacellules dendritiques, les cellules B,
les macrophages et les hépatocytes. Cette moléadsocie a des structures lipidiques et
glycolipidiques dont elle permet la présentatiortiggmique. L'origine et lidentité des
antigénes normaux identifiés par les cellules NiCIDid demeurent inconnues. En raison du
répertoire TCR fortement restreint des cellules NKH est probable gu'elles identifient

seulement un nombre restreint de ligands, préseardse CD1d (Bendelac et coll., 1997).

Le glycolipide, a-galactosylcéramide, active les cellules NK-T.nlifgé a l'origine
comme la molécule responsable de l'activité amtiettale, lu-GalCer a la capacité de se fixer
au CD1d. En se fixant au CD1dg4'GalCer, active les cellules NK-T. Cette interactest
responsable de l'activité anti-cancéreuse @&hlCer (Kobayashi et coll., 1995). Une des
propriétés la plus caractéristique des cellulesTN&st la production rapide de cytokines, tels
gu'lL-4, I'lFN-y et du TNFe. En outre, les études indiquent que des répomeesfigues des
cellules T pourraient étre modifiées par 'activatde cellules NK-T, montrant une relation

entre les immuno-réactions innées et adaptativestes ces observations suggerent un role
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immuno-régulateur de la part des cellules NK-T patermédiaire de la production de
cytokines. En plus de la production de cytokines,dellules NK-T présentent également une
activité lytique efficace. Elles expriment condiitement Fas-ligand et peuvent éliminer les
cellules cibles qui expriment Fas ou les élimingicg a leur activité perforine-dépendante
(Bendelac et coll., 1997 ; Schmieg et coll., 2003).

Les principales caractéristiques des lymphocytesaahg circulant sont résumées dans

le tableau 2.
nombre absolu/mn? pourcentage marqueurs usuels

lymphocytes totaux 1500-4000
lymphocytes B 10 % CD19, CD20, CD79
lymphocytes T 60-70 % CD3
lymphocytes T4 > 500 60 % des T totaux CD4, CD3
lymphocytes T8 40 % des T totaux CDS8, CD3
lymphocytes NK 5-15% CD56, CD57

Tableau 2 : Principales caractéristiques des lymphaytes du sang circulant

b- Les cellules non-lymphocytaires

Des cellules non-lymphocytaires, parfois appeléadlules accessoires, sont
indispensables a la réponse immunitaire. Ce s@@négllement les cellules dendritiques et

les monocytes/macrophages.

Les cellules dendritiques, qui dérivent de préawnsdnématopoiétiques, constituent
une population hétérogéne, pouvant étre d'origymephoide ou myéloide. Les cellules

dendritiques sont les seules cellules présentatriegables de présenter efficacement les
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antigénes aux lymphocytes T naifs (n'ayant jam#ésed contact avec l'antigene). Leur
principale fonction est de prendre en charge l¢éig@mes aux interfaces entre I'organisme et
le milieu extérieur, et de le transporter vers deganes lymphoides secondaires, pour le

présenter aux lymphocytes T.

D'un point de vue immunologique, les monocytes/ompEitages possedent les

caractéristiques suivantes :
- une capacité pour la phagocytose de particullssmhocytose de molécules ;

- un équipement enzymatique permettant la dégadates particules ou le clivage

des molécules ingérées, la libération de substangapies dans le micro-environnement ;
- la capacité de produire certaines cytokines ;

-la présence a la membrane de molécules du CMHlakse Il (qui permet la
présentation d'antigéne aux T CD®émoires et effecteurs, mais pas aux lymphocytes T
CDA4+ naifs) ;

- la présence a la membrane de récepteurs de sl (CD64 et CD32) pour le Fc
des IgG et pour certains fragments de clivage d€po8r l'opsonisation et la cytotoxicité

cellulaire dépendante des anticorps).
Les monocytes/macrophages interviennent dans ksopienes suivants :
- dans lI'immunité innée (phagocytose, inflammatipn.

- a la phase dinduction des réponses : produda®rcytokines pour amplifier et
orienter la réponse immunitaire ; présentation ‘d@atibéne aux lymphocytes T CD4

mémoires en cas de pré-immunisation ;

-a la phase effectrice des réponses immunitaoas g'immunité humorale
phagocytose ciblée par les anticorps IgG et legnfents de clivage de C3 (opsonisation) ;
pour lI'immunité a médiation cellulaire : cytotoxé&i(pour les pathogenes intra-cellulaires et
pour les cellules de voisinage) et constitutiorgtBnulome d’hypersensibilité retardée, apres

activation par les lymphocytes T CD4le type Thl, activateur de la réponse cellulaire
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(infiltrat de macrophages).

c- Organes lymphoides centraux et maturation des hgphocytes

Les lymphocytes B et T se différencient dans degames lymphoides centraux
différents. lls sont produits a partir d'un préeurs commun avec la lignée myélo-
monocytaire. Chez le foetus, ils sont produits darfeie et ensuite dans la moelle osseuse.
Les lymphocytes B sont produits et se différencdaris la moelle osseuse. Les lymphocytes

T sont produits dans la moelle osseuse et se @iféént dans le thymus.

d- Organes et structures lymphoides secondaires

C'est le lieu ou les lymphocytes matures naifs (BT rencontrent l'antigéne, et ou

s'élabore la réponse immunitaire.

Les organes lymphoides secondaires sont coloniaésd@s cellules lymphoides

provenant des organes lymphoides centraux.
Les principaux organes (ou structures) lymphoigessdaires sont les suivants.

- les ganglions lymphatiques : les réponses B sk Tdéveloppent dans des zones
distinctes : follicules lymphoides pour les celtul® (dans le cortex périphérique) ; zone para-
corticale pour les cellules T (dans le cortex pndfio Le degré de développement des
ganglions est trés variable selon les stimulatamtgéniques qui s'exercent dans la région du

corps qu'ils drainent.

- la rate : elle capte les antigenes veéhiculéslgaang, ce qui permet a la fois leur
phagocytose par des macrophages et l'inductiogminses immunitaires au sein des cellules
lymphoides (a la fois T et B) spléniques
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3- Les chémokines et les migrations lymphocytaires

a- Le recrutement tissulaire des leucocytes a partdu sang

Le recrutement cellulaire a partir du sang débwe lp passage des leucocytes a
travers une barriere de cellules endothélialege@eigration trans-endothéliale de déroule en
guatre étapes successives ; i) le roulement : grates molécules de la famille des sélectines
(présentes a la surface des leucocytes) et a ligargds (présents a la surface des cellules
endothéliales), les leucocytes et les cellules #midiales interagissent faiblement et de
maniere reversible. Ainsi, le leucocyte ne "flotpels dans le torrent circulatoire, mais il roule
sur I'endothélium, poussé par le flux sanguinl’agtivation dépendante des chémokines : le
leucocyte qui roule entre en contact avec les chkémas produites par les cellules
endothéliales activées. i) l'arrét ferme: il @é&pol de l'interaction entre les intégrines
leucocytaires activées et leur ligand endothéhalla diapédese : le leucocyte passe a travers

I'endothélium.

b- La migration intra-tissulaire du leucocyte

Une fois parvenu dans l'espace sous-endothéliggulocyte poursuit sa migration a
travers le tissu. Cette migration est guidée paxidtence d'un gradient de chémokines
interstitiel. A partir d'un site de production, quaorrespond en général a une cellule
immunitaire activée, les chémokines diffusent darigsssu interstitiel. Mais cette diffusion est
vite limitée par la fixation des chémokines sumiatrice extracellulaire. La concentration de
chémokines fixées a cette matrice est d'autant gllange que I'on se trouve a proximité du
site de production. Le leucocyte est capable denreaitre ce gradient, et de migrer par étapes

successives jusqu'au site de production de la cki@mo Ceci définit le chimiotactisme.

c- Les chémokines

Les chémokines sont des cytokines chimiotactique®w@t pour les neutrophiles, les
macrophages et parfois les éosinophiles, les lymyibe ou les NK, qu'elles ont en plus la

faculté d'activer. Elles sont réparties en sousteasn d'aprés leur structure et leurs
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homologies génétiques : les CXC-chémokines, lescrokines, les C-chémokines et les
CX3C-chémokines.

Les CXC chémokines comme ['IL-8 augmentent la pebiliée vasculaire et

favorisent la sortie des leucocytes activés (Sediget coll., 2002).

Les CC-chémokines comme le MCP-1 (monocyte chemaa#dint protein ou CCL-2),
ont une activité chimiotactique pour les monocyteais pas pour les neutrophiles. MCP-1 est
chimiotactique pour les cellules NK et les lymphtesyT, et provoque la dégranulation des
basophiles. Le MIPd (macrophage inflammatory protein a ou CCL-3) estpite, comme
leur nom l'indique, par une lignée monocytaireasipar le LPS. MIPdlattire et active les
monocytes avec une efficacité supérieure a cellMbe 1, mais plus faible que celle de
MCP-1. MIP-k attire surtout les lymphocytes T CD8&.es autres cibles de MiR;lsont les
cellules dendritiques, les cellules NK, les éoshilgs et plus faiblement les basophiles.
RANTES quant a lui (regulated on activation normalell expressed and secreted ou CCL-
5) attire les lymphocytes T mémoires, les celludK, les cellules dendritiques, les
éosinophiles, et les basophiles (comme MCP-1 gtatéule ces derniers).

Les chémokines recrutent dans le torrent circulatat les tissus, les cellules
participant au phénomene inflammatoire. Certairgsmokines, comme MCP-1, accroissent
la synthese et I'expression d'intégrines par l#sles endothéliales et donc la fixation des
leucocytes circulant sur I'endothélium vasculai&attanabe et coll., 2003).

Les membres de la sous-famille C-chémiokine, lynipttone (XCL1) et SCMf

(single cysteine motif@.ou XCL2) sont chimiotactiques pour les lymphocytes

Les CX3C-chémokines, représentées par la fraceljdn neurotactine ou CX3C-L1),
qui se trouve a la surface des cellules endotkeéliat de certaines cellules du cerveau. Le
domaine extracellulaire peut étre protéolysé libexne chémokine soluble chimiotactique

pour les monocytes, les lymphocytes T et les nphtles.

Le type d'infiltrat dans une maladie inflammatoest le reflet des chémokines
produites par le tissu cible. La plupart des chémexk ne sont pas produites de facon
constitutive mais en réponse a des facteurs pranmmatoires. Ainsi, les ILd etp, le TNFa

ou les IFNe ety sont responsables de l'induction de la pluparctdésokines. Le MCP-1 est
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synthétisé par la plupart des cellules sous I'actle I'IlL-I, et du TNFe et le LPS des
bactéries active la production des CC-chémokiness Lytokines agissent en plus en
modulant I'expression des récepteurs des chémokibes chémokines contrélent la
circulation et les mouvements des T, B et celldesdritiques permettant a ces cellules de se

retrouver dans un méme lieu avec l'antigene (Afteoll., 2003 ; Lim et coll., 2004).

Au cours de le THA, expérimentalement il a été emisévidence la production de
chémokines (Liu et coll., 1999 ). Les résultats mmntré que MIP-2, RANTES et MIPzl
sont produits de facon précoce par des astrocyitda enicroglie et plus tard par les
macrophages et les cellules T (Sharafeldin et,c®ll00). Ces résultats suggerent que les
chemokines pourraient contribuer a l'immunopathielog'est ce que nous avons cherché a

montrer dans notre étude chez ’lhomme.

d- Les récepteurs de chémokines

Les récepteurs des chémokines appartiennent anilifales récepteurs a 7 domaines
trans-membranaires couplés aux protéines G. Ceptetas de chémokines sont nommes en
fonction de la famille de chémokines qu'’ils recaseant. Il existe ainsi 10 récepteurs aux CC
chémokines (CCR1 a CCR10), 6 récepteurs aux CX@ackides (CXCR1 a CXCR6), un
récepteur (XCR1) pour la lymphotactine et un réeep{CX3CR1) pour la fractalkine.

L'expression des récepteurs de chémokines vamdealizocyte a l'autre. Par exemple,
les récepteurs CXCR1 et CXCR2 fixent les CXC chamek ELR+. C'est parce que les
polymorphonucléaires neutrophiles (et eux seulpjiment CXCR1 et CXCR2 que les CXC

chémokines ELR+ recrutent électivement ces cellules

La régulation de I'expression des récepteurs dmaki@es permet également a une
cellule de modifier ses propriétés migratoires encfion de son niveau de maturation ou
d'activation. Un lymphocyte T naif devient effeateaprés avoir rencontré son peptide
antigénique présenté par une cellule dendritique. changement d'expression de ses
récepteurs de chémokines lui permet de ne plusctder entre les organes lymphoides
secondaires, mais de se diriger vers tel ou &l eriphérique, chaque tissu produisant des
chémokines différentes de l'autre. C'est pourgpar, exemple, certains leucocytes vont
migrer uniguement vers la peau (parce qu'ils exgminun certain type de récepteurs), tandis
que d'autres vont migrer uniquement vers le tulgedif. C'est aussi parce qu'elle change
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I'expression de ses récepteurs de chémokines qucefiele dendritique activée par
l'inflammation locale se "décroche" de la peau Gun& muqueuse pour migrer vers un

ganglion.

4- Les réponses immunitaires

a- La réponse et sa régulation

La réponse immunitaire se déroule en trois étapes.

1- Les lymphocytes qui possedent un récepteur typigue spécifique de l'antigéne
interagissent avec celui-ci. Cette interaction cindd un signal d'activation pour les

lymphocytes concernés.

2- Les lymphocytes activés proliferent (ce qui perrd'augmenter le nombre de
lymphocytes participant a la réaction de défende)see différencient en lymphocytes
effecteurs.

3- Les lymphocytes effecteurs sont capables d'd&mi'antigene, directement ou

indirectement.

Le développement de la réponse immunitaire néeegsit les lymphocytes concernés
recoivent une série de signaux coordonnés darenips Le signal antigénique, évoqué ci-
dessus, est nécessaire a la réponse : il est@diceux des lymphocytes qui possédent un
récepteur clonotypique reconnaissant I'antigene, eix seuls, ce qui assure la spécificité de
la réponse. Néanmoins, de nombreux autres sigisanx,indispensables pour que la réponse
immunitaire se développe normalement. lls résultiest multiples interactions cellulaires qui

jalonnent chacune des étapes de la vie du lympaocyt

L'intensité et la durée de la réponse immunitamet ségulées, pour étre les mieux
adaptées possibles a l'importance et a la persestam non de I'agression. Cette régulation
repose en partie sur un équilibre entre prolifératt apoptose des lymphocytes spécifiques
de l'antigene. La régulation de la réponse immiureiteepose également sur des phénomenes

de coopération cellulaire, qui ont des effets jifgsifindispensables a la réponse) mais
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egalement négatifs (rétro-régulation négative).

Deux grands types de réponses immunitaires, caaatuisspectivement a l'immunité
humorale et a I'immunité & médiation cellulairentsdéclenchés simultanément lors de
l'introduction d'un antigéne dans l'organisme. QB=ux réponses jouent des rbles
complémentaires : schématiquement, l'immunité hafaopermet d'éliminer les antigénes
extra-cellulaires, et limmunité & médiation celitd permet d'éliminer les antigenes intra-

cellulaires.

La premiere étape, commune a ces deux réponsds, gionse des lymphocytes T
CD4" naifs. En effet, les lymphocytes T CDdont les acteurs principaux des coopérations
cellulaires, indispensables au développement daesdiable des réponses immunitaires. |

s’agit des lymphocytes T auxiliaires ou helpers.

b- Réponse des lymphocytes T CD4uxiliaires naifs

Cette réponse se développe dans les organes Iydgshaiecondaires. Il est
indispensable qu'un antigéne introduit dans unggitdconque de l'organisme y soit acheminé

par les cellules dendritiques.

Lorsqu'un antigene est introduit dans l'organisihest internalisé par les cellules
dendritiques qui passent d'un état immature aainéature. Cette transformation a un double
effet : (i) les cellules dendritiques acquierene yleine capacité a présenter I'antigene ; (ii)
elles quittent le site d'introduction de I'antigéroair gagner le ganglion de drainage. Une fois
parvenues dans celui-ci, les cellules dendritigmesures se localisent dans la zone para-

corticale (zone "T" du ganglion), ou elles prenrlardénomination de cellules inter-digitées.

Dans la zone para-corticale du ganglion lymphatigles cellules dendritiques
présentent l'antigéne aux lymphocytes T CDdifs, par l'intermédiaire des molécules de
classe Il du CMH. Les lymphocytes T CD#aifs se différencient en lymphocytes T CD4

activés et en lymphocytes T Chdhémoires.

Les lymphocytes T CD4vont exercer leur fonction T auxiliaire ("T helpjgren

fournissant les signaux de coopération cellulgi@ contact direct et par l'intermédiaire de
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cytokines) aux autres acteurs des réponses imnmesiaomme les lymphokines.

Les lymphokines sont les cytokines produites pahymphocytes. En fonction de leur
profil de production de lymphokines, on divise Ilgsnphocytes T auxiliaires en trois
populations, les Thl, les Th2 et les Th3. Les ayiek produites par les lymphocytes Thl
sont I'lL-2, 'IFN-y, le TNF«. Les cytokines produites par les lymphocytes Ton& $1L-4,
'IL-5, I'IL-6, I'IL-10 et I'IL-13. Certaines cytoknes peuvent étre produites a la fois par les
Thl et les Th2 : I'lL-3, le GM-CSF, le TNé&- les Th3 sont des cellules T régulatrices.

Par leur production d’IL-2 et d’'IFN-les lymphocytes Th1 jouent un rdle central dans
immunité a médiation cellulaire, que ce soit pdas réactions de type hypersensibilité
retardée (action de I'lFN-sur les macrophages) ou de type cytotoxique (act®l’'IL-2 sur
les lymphocytes cytotoxiques et les cellules NK& [Rus, les cytokines de la réponse Thl

oriente vers la production d’anticorps d’isotyp&Ra.

Par leur production d’lIL-4 (qui stimule la produwsti d’IgE) et d’IL-5 (qui active les
éosinophiles), les lymphocytes Th2 jouent un rdfgartant dans les réponses de type
allergique. lls stimulent également les lymphocyBegar leur production d’IL-4, d’IL-6,
d’IL-10.

Chaque sous-population possede la capacité deosaayplifier : I'IL-2, produite par
les Thl, stimule la prolifération des Thl ; I'lLptoduite par les Th2, stimule la prolifération
des Th2. IL existe a l'inverse une inhibition réogue des deux sous-populations : I'llyN-

_inhibe la génération des Th2, tandis que I'lL-#let10 inhibent la génération des Thl.

Des cellules autres que les lymphocytes T, immiraga ou non (cellules
endothéliales, gliales, fibroblastes, kératinocytgs peuvent produire les cytokines
précédentes. Elles peuvent également produire ytekimes affectant I'équilibre entre les
lymphocytes Thl et Th2. C’est le cas de I'lL-12pqwite par les macrophages et les cellules
dendritiques, qui stimule puissamment la génératemThl. A I'inverse, les basophiles et les

mastocytes produisent de I'lL-4, qui stimule le2Th

La fonction réelle des cellules Th3 est encore coanue, localisées au niveau des
mugqueuses intestinales ; elles sécretent majenitaint du TGH: qui stimule la production
d’IgA et a une action fortement immunosuppresdixe ce fait, elles contribuent & réguler les
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réponses immunes, principalement cellulaires. De |a régulation des réponses immunes est
également le fait de cellules T régulatrices, peemment identifiées. Il a été démontré ces
dernieres années que des populations de lympho€ysgore mal individualisées, le plus
souvent CD4, soit naturellement produites par lgmins (T régulateurs naturels
CD4+CD25+) soit se difféerenciant a partir de lymgytes T CD4 naifs périphériques (Trl,
Th3) étaient capables de contrbler négativementédpsnses immunes a I'égard d'antigénes
du soi ou d'antigénes extérieurs variés, le plusvesat via une sécrétion de cytokines

immunosuppressives, IL-10 et/ou TBF

Le TGF{ joue un réle en tant que modulateur des cytokdesype Thl (Barral-
Netto et coll., 1992 ; Letterio et Roberts, 19%trober et coll., 1997). Ainsi, la production
cytokinique des Th3 jouent un réle important daéguilibre des cytokines Thl et Th2 pour

bloquer les réactions inflammatoires.

c- Immunité humorale

L'immunité humorale repose sur la production dé@mps qui diffusent dans le sang, et
éventuellement dans les fluides extra-cellulailess anticorps se lient spécifiquement a
l'antigene qu'ils reconnaissent. La fixation detscarmps sur I'antigene déclenche une série de

mécanismes qui entrainent I'élimination de celui-ci

La lignée B est le support de I'immunité humoralkee:sont les lymphocytes de la
lignée B qui sont a l'origine de la production dedicorps, aprés s'étre transformés en
plasmocytes, cellules productrices d'anticorps. Bremiére approximation, cette
transformation consiste a modifier leur réceptelanatypique (une immunoglobuline de
membrane) pour en faire une molécule soluble, ¢aplar a I'extérieur de la cellule (un

anticorps de méme spécificité que I'immunoglobutieeanembrane).

Les mécanismes qui permettent aux lymphocytes Bro@uire des anticorps adaptés

a la stimulation antigénique se déroulent de lariaguivante.

Les lymphocytes B entrent en contact avec l'andgdens le cortex périphérique du
ganglion. lls recoivent un signal d'activationjréernalisent l'antigene, ce qui leur permet de
présenter des peptides issus de celui-ci en asisociavec des molécules de classe Il du

79



CMH.

En paralléle, des lymphocytes T CDspécifiques du méme antigéne sont activés par
les cellules dendritiques dans la zone para-cdetiddne fois différenciés en lymphocytes T
CD4+, ils quittent celle-ci, pour rejoindre les Ighocytes B. Les lymphocytes T CD4+
auxiliaires reconnaissent les peptides de l'anéigeta surface des lymphocytes B, se fixent

sur ceux-ci, et leur délivrent les signaux de coafyén cellulaire.

La coopération cellulaire permet la prolifératiossdymphocytes B, ce qui se traduit
par le développement des follicules lymphoides.sain des follicules, les lymphocytes B
peuvent également modifier la classe de leur réceptlonotypique (commutations
isotypiques qui ne survient que dans un contexteatgpération T-B. lls se différencient
ensuite en plasmocytes, producteurs d'IgM (en alesda commutation) ou d'lgG, IgA ou

IgE (en cas de commutation).

Une fois différenciés, les plasmocytes quittengémglion pour gagner des sites de
production extra-ganglionnaires des anticorps,motant la moelle osseuse. Les plasmocytes
médullaires sont la source des IgG et d'une pddgelgA présentes dans le sérum normal.

Leur transformation maligne correspond au myélome.

Au cours de la réponse anticorps secondaire, césopimenes sont complétés par la
maturation d'affinité des anticorps, qui concerrsseatiellement les 1gG. Le centre du
follicule lymphoide se différencie en centre geratify au sein duquel a lieu une intense
prolifération associée a une mort massive des |yioytkes B. Ce processus est sous-tendu par
les mutations somatiques qui prennent place damsrdgions hypervariables des genes
d'immunoglobulines. Les mutations somatiques meifradicalement le site de liaison des
récepteurs clonotypiques des lymphocytes B. Lephguytes B dont les récepteurs remaniés
reconnaissent l'antigéne avec une forte affinitét seelectionnés positivement. Les
lymphocytes B dont les récepteurs remaniés ontfaibke affinité, ou ne reconnaissent plus
l'antigéne, sont contre-sélectionnés et meurentapaptose. A l'issue de la réponse, les
plasmocytes produits a partir des lymphocytes Bcsi@nnés produiront des IgG de forte

affinité pour I'antigene.

Le phénomene de maturation d'affinité est pareécuéi la réponse humorale : les

lymphocytes T, dont le TCR est incapable de réatise mutations somatiques, ne modifient
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pas leur affinité¢ pour l'antigene. Ainsi, la répensnmunitaire humorale présente la
particularité de pouvoir améliorer le répertoiréadbire des lymphocytes B naifs (tel qu'il est
généré dans les organes lymphoides centraux) gaptant a I'antigéne. Ce phénoméne se
produit dans le compartiment lymphoide secondaeatfe germinatif) puisqu'il nécessite une

sélection par I'antigene.

L'élimination des antigenes n'est pas réaliséectdineent par les anticorps. Ceux-ci
ciblent sur [l'antigene des mécanismes non spéediqu'élimination. La classe

d'immunoglobulines produites conditionne les méraas d'élimination. Schématiquement :
- pour les IgM : le mécanisme d'élimination edite par le systeme du complément ;

- pour les IgG : les mécanismes d'élimination stantlyse par le systéme du
complément, et surtout l'opsonisation (a laquelttigipe le composant C3 activé du
complément) qui permet de cibler sur l'antigenephlagocytose par les granulocytes

neutrophiles ;

- pour les IgE : le mécanisme d'élimination esttivation des mastocytes/basophiles
et des éosinophiles, qui libérent des médiatewgies dans le micro-environnement de

l'antigene.

d- Immunité a médiation cellulaire

L'immunité a médiation cellulaire est activée e llymphocytes T de type Thl.
Il existe deux grands types d'immunité & médiatieliulaire.

- 'immunité a médiation cellulaire basée sur lerugement et I'activation localisée de
cellules inflammatoires. Il s’agit de réponse deetyhypersensibilité retardée, activatrice de
macrophages qui contribuent a éliminer I'antigenab®utissent a la formation de granulome
(observé lors d’infection chronique par des agatiectieux intracellulaires ou lors de Iésions

tissulaires de certaines maladies auto-immunesades effecteurs cellulaires) ;

- I'immunité a médiation cellulaire de type cytatme dont les effecteurs sont des

lymphocytes T CD8 cytotoxiques, qui induisent I'élimination de la lokd cible, par un
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mécanisme de cytotoxicité cellulaire.

L'activation des macrophages constitue un mécaniessentiel de défense. Les
macrophages sont activés directement par certagenta pathogenes lorsqu'ils les
phagocytent, ou par l'activation de récepteurs nramdires a des composants d’agents
infectieux (récepteurs au LPS, récepteur de tygkliKe (TLR). Néanmoins, cette activation
est beaucoup plus efficace lorsqu'elle est amplifigr les lymphocytes T CD4le type Thi.

Le mécanisme de cette amplification est le suivant.

L'immunité a médiation cellulaire fait intervenireuk autres mécanismes de
cytotoxicité, I'un non spécifiqgue (la cytotoxicitdK), l'autre rendu spécifique par des

anticorps (cytotoxicité dépendante des anticorps).

La cytotoxicité NK est effectuée par les lymphosyt®n-T/non-B a activité NK. Les
cellules NK exercent une cytotoxicité cellulaire nn@pécifique d'antigéne, activée en
permanence mais non exprimée. En effet, les cellubemales de lI'organisme ont la capacité
d'inhiber la cytotoxicité NK, ce qui les protegeldalestruction. Certaines cellules anormales
(tumorales, infectées par des virus) perdent cedfmacité a inhiber les cellules NK, qui
peuvent alors les éliminer quasi-immeédiatementcytatoxicité NK représente une premiere
ligne de défense vis-a-vis des virus, ainsi qu'ayen d'amplifier la réponse cytotoxique des
lymphocytes T CD8

Les anticorps de classe IgG se fixent a la foisusur cellule antigénique (par leurs
fragments Fab) et sur une cellule cytotoxique (ear fragment Fc, pour lequel celle-ci
possede un récepteur, la molécule CD16). Les esllalytotoxiques capables d'exercer
I'ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicityyrs les macrophages et les lymphocytes
NK. L'ADCC permet de conférer une spécificité a delules cytotoxiques non spécifiques.

e- Orientation et roles respectifs des réponses imunitaires

Les différents types de réponses immunitaires sweférentiellement adaptés a

certaines catégories d'agresseurs.

L'immunité humorale est surtout efficace vis-a-dés antigénes extra-cellulaires, avec
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les spécialisations selon les classes d'immunobjfesu

L'immunité a médiation cellulaire est surtout edfie vis-a-vis des antigenes intra-
cellulaires, avec les spécialisations suivantesnsé& sous-population CD4ou CD8 des

lymphocytes T effecteurs.

Les lymphocytes T CD4Th1 sont indispensables a I'élimination des bastéat des
parasites a développement intra-cellulaire. Cestagemthogénes, une fois internalisés par les
macrophages, s'y développent, sans que ceux-antsoapables de les éliminer s'ils ne
recoivent pas d'aide des lymphocytes T. L'activaties macrophages par les lymphocytes T
CD4" accroit leur capacité de digestion des micro-degaes a développement intra-
cellulaire. Elle déclenche également une importanteluction de cytokines dans le micro-

environnement. Ces cytokines potentialisent lesamiémes de défense.

A c6té de ce role essentiel dans la défense detitinuse, les macrophages activés
par les lymphocytes T CD4Th1 sont responsables d'une importante inflammadicale, qui
joue un réle dans de nombreux phénoménes de défensemmunopathologiques

(hypersensibilité retardée, immunité anti-tumoredget aigu de greffes...).

Les lymphocytes T CD8cytotoxiques jouent un role essentiel dans lardetson des
cellules infectées par un virus (méthode la pldicafe pour éliminer le virus) et dans celle
des cellules tumorales et des cellules de greffempatible. Dans toutes ces circonstances,
les cellules cibles de la réponse T CB$nthétisent des protéines antigéniques.

Au cours d'une réponse immunitaire, méme si l'ebtemies moyens de défense est
mis en jeu, I'organisme doit faire prédominer lgorése la mieux adaptée, en fonction du type

d'antigéne a éliminer et de sa localisation.

Cette orientation préférentielle est dictée pagdenme de cytokines produites par les
lymphocytes T CD4Th1. Lorsque les lymphocytes T CD¢haifs ou mémoires) répondent a
l'antigene, ils "choisissent” de produire des ciytek qui vont faire prédominer lI'immunité
humorale ou I'immunité a médiation cellulaire. e héme maniere, lors d'une réponse
anticorps, ce sont des cytokines produites parlyephocytes T CDZ auxiliaires qui
orientent la commutation isotypique vers la progurcid immunoglobulines de classe IgG,

IgA ou IgE.
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L’orientation des lymphocytes T CD4uxiliaires dépend de la nature des cytokines
produites par les cellules environnantes (celldesdritiques, (macrophages, lymphocytes
NK, éosinophiles...). L'orientation vers un type Tédt dépendante de la présence d’'IL-12 et

d’IL-18 alors que I'orientation vers un type Th2pééd de la présence d’'IL-4.

5- Les réponses immunitaires innées induites lorsuhe infection

Les réponses immunitaires innées induites lors al’uimfection dépendent
essentiellement des cytokines et chémokines pexipiar les phagocytes ou par les cellules
infectées. Elles impliquent aussi I'activation d’type particulier de cellules lymphoides les

cellules NK.

a- Les macrophages activés sécretent de nombreusgtokines ayant des effets a

courte et longue distance

Apres détection d'un pathogene, les macrophages$ aotivés et sécrétent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires ; en parécI'lL-1, I'lL-6, I'lL-8, I'lL-12 et le

TNF-a sont re-larguées en grande quantité. Ces cytokimede multiples effets.

Lorsqu’elles sont infectées par des virus, lesutasl produisent des molécules
connues sous le nom d'interférons (llN4FN-B) qui ont pour effet d'induire un état de
résistance a la réplication virale dans les cdlladjacentes aux cellules infectées. De plus,
les interférons stimulent I'expression des molésule CMH de classe | permettant ainsi aux
cellules infectées de présenter a leur surface lus grand nombre de complexes CMH-
Antigenes viraux qui ont pour effet de stimuler plefficacement les lymphocytes T
spécifiques. A l'inverse, la stratégie de défensenmoune a de nombreux virus est de
diminuer I'expression des molécules de CMH-I. Erdas cytokines permettent I'activation
des cellules NK menant a la destruction des calluiéectées et au re-largage de nombreuses

cytokines.

b- Les cellules “ Natural Killer” (NK) défendent I'organisme contre certaines
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infections intracellulaires.

Les cellules NK sont des cellules circulantes qeiideveloppent dans la moelle
osseuse a partir des cellules souches de la litym@ghoide. Le mécanisme d’action des
cellules NK est similaire a celui des cellules Ttotgxiques. Des granules contenant des
nombreuses molécules cytotoxiques (granzyme, peefr.) sont re-larguées a la surface

des cellules infectées et induisent la mort deellule cible par apoptose.

Bien que d’origine lymphoide, les cellules NK nespé&dent pas de récepteurs
spécifiques de I'antigéne et appartiennent doriaradnal du systéme immunitaire inné. Ces
cellules ont la capacité de distinguer les cellidésctées des cellules saines. Elles possedent
deux types de récepteur, activateurs ou répresdeesgécepteurs de type activateur (KAR,
Killer Activating Receptors) reconnaissent la prese de glycoprotéines d'origine
bactérienne ou virale a la surface des celluleSingerse, les récepteurs de type inhibiteur
(KIR : Killer Inhibiting Receptors) bloquent la lggles cellules saines en fixant les molécules
de CMH-I présentes a leur surface. La conséquestegue les cellules NK ne s’attaquent
gu’'aux cellules exprimant faiblement les molécudesCMH-I, suite a une infection, ou parce
gu'elles sont tumorales. Les interféronse{ ) en stimulant la synthese de CMH-I dans les

cellules voisines, ont pour effet de les protegefattion des NK.

Les cellules NK sont activées précocement parHékd et IFN{ mais aussi par les
cytokines sécrétés par les macrophages comme 2Ibtl le TNFea. Les NK activées ont
pour effet de ralentir la propagation de I'infectides pathogénes intracellulaires qui seront
ensuite complétement éliminés par cellules T cyigtees. Enfin, les cellules NK activées

synthétisent de grandes quantités d’'Fiidi active les cellules T CD4le type Thi.

c- Certaines sous-populations lymphocytaires fonellien entre I'immunité innée
et 'immunité acquise

Il existe plusieurs sous-groupes de populationsphmeytaires qui expriment des
récepteurs d'une diversité tres limitée car codés ges réarrangements communs de
segments géniques. Ces lymphocytes ne présentedtgxgansion clonale avant de répondre

efficacement contre [l'antigene qu’ils reconnaissefis présentent des caractéres
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intermédiaires propres a la fois a 'immunité ineé& I'immunité adaptative.

Les cellules Ty/d représentent une sous-population intra-épithéliede cellules T
exprimant un récepteur T distinct des récepteursi/F classiques. Elles reconnaissent
généralement leurs antigenes (antigenes du patbpgeparfois des molécules du soi tels que
des protéines issues des cellules lysées...) samskasmin que I'antigéne soit présenté par
des molécules du CMH. Elles auraient donc un rélsignalisation du danger (présence d’'un
pathogene ou de Iésions des tissus) lors des gtegpasces de I'infection ou de régulateur des

réponses immunitaires épithéliales lors de I'étsgiment des réponses adaptatives.

Les cellules B CD5 (ou B1) sont analogues aux el y/d. En effet, elles utilisent
un ensemble restreint et spécifique de segmentijgEn réarrangés pour générer leurs
récepteurs membranaires. Elles sont présentes ¢n farédominante dans la cavité
péritonéale. Ces cellules produisent spontanémamtapsence de cellules T Cp4es
anticorps spécifiques de nombreux polysaccharidesoliens. Elles participeraient aux

réponses précoces lors d’'infection des cavité®dganisme.

(Source : cours d'immunologie de la Faculté de MédeParis-Sud, http://www.kb.u-

psud.fr/kb/niveau2/enseignements/niveau3/etudmadidaxmunologie/cours/coursl.htm)
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[1I- Immunopathologie de la maladie du sommeil

1- Immunologie de la THA

a- Inoculation du trypanosome

La réponse locale au niveau de la piglre de l'iesecrrespond au premier niveau de
protection de I'h6te. Cette réaction apparait quetgours apres I'inoculation. Au niveau des
vaisseaux lymphatiques les trypanosomes sont détetans la lymphe 1 a 2 jours avant
'apparition du chancre. Par la suite leur nombéelide pendant I'apparition du chancre.
Ensuite ils sont détectés dans le sang 5 joursdjméection. Tout d’abord on observe une
prédominance de neutrophiles dans les premiers geil’infection, puis les lymphocytes T
et B envahissent le chancre d’inoculation (Mwartgial., 1990). Les lymphocytes T CD8
deviennent prédominants (Mwangi et coll., 1996). dawurs de ce stade, les trypanosomes
expriment les antigénes variables de surface que fletrouve généralement quand ces
derniers parasitent la mouche. Une réponse ansiadirigée contre ces Variables Antigenes
Types (VAT) se développe dans la lymphe et daqpddema au cours de ce stade mais sans

succes (Barry et Emergy, 1984).

Variant 2 Variant 3

o Variant 1 Variant 4
Millions de 1.0 \ . -
trypanosomes par s 0

mL de sang 92

0 B | I l | |
25 26 27 28 29 30

Temps apres injection intra péritonéale sur une

souris (en jours)
Figure 12 : Variation antigénique du trypanosome cbz la souris

(Site internet : http://www.icp.ucl.ac.be/~oppeatgsites/vsg.htm)
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b- Le complément

Le complément est un élément important de I'immauniaturelle et spécifique. Il est
constitué par un ensemble de protéines plasmatipoesedant des activités enzymatiques.
Ces protéines sont mises en jeu de differentes&gans les réactions inflammatoires puis,
plus tardivement, par l'intermédiaire des anticolpss différentes fractions du complément
agissent en s’activant de facon séquentielle. lezriéres fractions activées du complément
peuvent provoquer la lyse des cellules sur lesgsi@lles se sont fixées. Le complément peut
donc se fixer en I'absence d’anticorps sur les oaarganismes. Sur les trypanosomes, il ne
peut se fixer qu’en l'absence de Variant Surfacgc@brotéin (VSG) a la surface du
trypanosome. Cependant, la fixation des derniegsé@hts du complément sans lyse des

trypanosomes a été décrite (Cardoso de Almeidareiet, 1983).

Récemment, la présence de genes ressemblant &aeamt pour la glycoprotéine de
membrane gp63 des leishmanies a été identifiéeinaawn des trypanosomes. Chez les
leishmanies, la présence de la gp63 a été coréélaerésistance au complément (Bangs et
coll., 2001 ; LaCount et coll., 2003).

L’activation, méme incompléte, du complément engal’apparition des dérivés
solubles du complément, dont le C3a, le C5a (arafiymes) et le complexe C5b67. Ces
dérivés induisent d'une part le chimiotactisme desutrophiles et des monocytes-

macrophages et d’autre part 'augmentation de te@abilité vasculaire.

c- Evolution de la réaction immunologique

Au cours de linfection, I'organisme développe wdaction inflammatoire contre le
parasite. Le trypanosome échappe aux défenses iitaines de I'hote en faisant varier son
manteau antigénique. En effet, la particularitérgpanosome est la présence a sa surface des
VSG le protégeant contre les mécanismes de défemsmunitaire non spécifiques et
spécifiqgues (Sternberg, 1998). Le parasite chargreogiquement le type de VSG qu'il
exprime a sa surface, rendant la réponse antidogficace. Ainsi, une modification de
guelques acides aminés dans la séquence primairda d¢éSG entraine une VSG
immunologiquement différente (Turner et Donelsd®9Q ; Donelson et coll., 1998). Il a été

mis en évidence par Overath et coll. (1994) lagmés de protéines invariables de surface,
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récepteurs aux métabolites et a la transferrinersfBet Fairlamb, 1998) qui sont situées dans
la poche flagellaire, mais sont masquées par 1e6,*® qui les rend inaccessibles aux
anticorps.

Au cours de linfection, le trypanosome sécrete Tkygpanosome Lymphocyte
Triggering Factor (TLTF), activateur des lymphosyt&-CD8 (Olsson et coll., 1991).
L’interféron-y (IFN-y) produit au cours de l'infection participe a lzation de la production
de monoxyde d’azote (NO) par les monocytes et a@galement la prolifération du parasite.
Le Tumor Necrosis Factar- (TNF-a) est également synthétisé par les monocytes-
macrophages (Paulnock, 2001), il est toxique pesitlypanosomes, et participerait aussi a la
modification de la barriere hémato-encéphaliquemeétant le passage des trypanosomes
dans le SNC (Daulouéde et coll., 1994 ; Daulouédele, 2001).

d- L’auto-immunité

Les relations entre parasites et hotes peuventéimpliquées par I'existence d’auto-
anticorps et de cellules T autoréactives. Leurioeig@st inconnue, de méme que leur role dans
les altérations tissulaires. Le parasite peut pattss antigenes qui induisent I'expression
d’auto-anticorps par réaction croisée, ce mimétism&culaire pouvant étre mis en évidence
dans plusieurs situations. De plus, le parasitedédruisant des tissus, peut entrainer le re
largage d’antigenes du soi, cryptiques ou présemtges faible quantité. Ces auto-antigenes
peuvent alors stimuler les cellules B et T autatigas. Il a également été montré une
absorption de molécules d’origine parasitaire @8 molécules du soi, entrainant leur
modification et la reconnaissance par le systemmaunitaire (Askonas et Bancroft, 1984 ;
Greenwood et Whittle, 1980).

L’ensemble de ces événements peut donc participerdaction d’'une réponse auto-
immune, dont les éléments peuvent concourir auxamsmes d’altération et de destruction

tissulaire.

Il a été observé que plusieurs aspects de la pghatsiologie de la THA ressemblent
aux lésions observées dans la réaction d’hypetsétgside type Il (ou phénomene

d’Arthus). Par exemple des taux élevés d'immunagfioes et une grande quantité de
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complexes immuns sont mesurés dans le sang et R d€3 hommes et des animaux
trypanosomés. De plus, des taux élevés de kinides, modifications de [I'activité
prothrombinique, du fibrinogéne et du complémemit snesurés dans le sang des hommes et
des animaux trypanosomeés. Ces modifications redsatrdmgalement a ce qui est observé lors
du syndrome de coagulation intravasculaire disséejinouvent présent chez les sujets ayant
une trypanosomose provoquée fdarb. rhodesienseToutes ces modifications, ainsi que
celles portant sur les taux de cytokines, suggedest mécanismes immunopathologiques
responsables des lésions. Les mécanismes indgsaiitoubles sont peu connus. Le role de
toxines d’origine parasitaire n’a pas encore éablétet il est probable qu'une grande partie
des lésions tissulaires sont le résultat d’une tigmadmmunopathologique. Une réaction
d’hypersensibilité de type immeédiat peut expligleemprurit et l'urticaire parfois constatés
chez certains patients. Le développement de la agkdulinémie et d’'une réponse B
polyclonale est également constaté. Des anticompgés contre le parasite et les auto-
anticorps sont présents dans le sérum des pagieatstribuent a I’hypergammaglobulinémie
a IgM (Greenwood et Whittle, 1973 ; Kirrstetter 0290.

De trés nombreux auto-anticorps ont été mis eneéciel chez 'homme et I'animal
infectés. Des anticorps contre les hématies, lexlesi lisses, le muscle cardiaque, le foie, les
cardiolipides, la thyroglobuline, 'ADN et 'ARN,ek filaments intermédiaires, ainsi que les
facteurs rhumatoides ont été détectés pendant Aa(Kdbayakawa et coll., 1979). Des auto-
anticorps dirigés contre les constituants du SNCégalement été notés. Des auto-anticorps
contre les glycosphingolipides de la myéline, daagocérébrosides, ont été mis en évidence
dans le sérum de patients trypanosomés de Coteoidlvet d’animaux infectés
expérimentalement (Jauberteau et coll. 1991, Anhévigt coll. 1992, Girard et coll., 2000 ;
Bisser et coll., 2000). Au cours de I'évolutionldenaladie, on observe une augmentation de
la production d'immunoglobulines, IgM et IgG (ta8»46 fois supérieures a la normale), dont
certains sont des autoanticorps dirigés contrené&sofilaments (protéines spécifiqgues des
filaments intermédiaires du neurone, qui s'étendeat au long de I'axone et forment le
composant principal du cytosquelette constitué dgews-unités 68 kDa, 160 kDa et de 200
kDa). Il apparait que l'augmentation du taux de aetcorps dans le LCR est associée a
l'atteinte nerveuse (Amevigbe, 1992 ; Amevigbe @t.,c1992 ; Jauberteau et coll.,, 1994 ;
Ayed et coll., 1997 ; Ayed, 1999 ; Girard, 2000ira&d et coll., 2000 ; Bisser et coll., 2000 ;
Bisser, 2001).
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D’autres anticorps dirigés contre des protéines cemactérisées, contre la protéine
basique de la myéline, contre des gangliosidesétntégalement détectés. De méme des
anticorps dirigés contre un épitope L-tryptophame,précurseur de la sérotonine qui fait
partie des neurotransmetteurs (Okomo-Assoumou lef €¢895). Le taux de ces derniers

anticorps est spécialement augmenté quand le mptédente des troubles neurologiques.

La détection d’auto-anticorps dans le sérum et @R Lpeut ainsi contribuer a une

meilleure définition de 'atteinte neurologique ldeTHA.

Le répertoire physiologique des anticorps contiestauto-anticorps naturels. lls sont
habituellement polyréactifs, de titre et d’affinfl@ble, et reconnaissent des épitopes qui ont
été conservés durant I'évolution, tels que les amsapts du cytosquelette et des acides
nucléiques. Ces auto-anticorps sont considérés eonan pathogenes. Ils joueraient un role
important dans I'homéostasie du systeme immuniteirelans les mécanismes de défense
immédiate contre des agents infectieux. Ces aigcoaturels pré-éxistent a toute activation
immunitaire, sont codés par des géenes de lignémigale, non ou peu mutés ce qui les
différencie des anticorps induits porteurs de n@ubes mutations somatiques dans les

régions hypervariables du site anticorps induitedg pression de I'antigéne.

La tolérance immunitaire des lymphocytes B auxoautigénes s’effectue a
différents niveaux. Pendant la différenciation tegsphocytes B dans la moelle osseuse et
dans les organes lymphoides périphériques. Aimsisiplogiquement les clones des cellules
B autoréactives subissent une sélection négativediff@érents mécanismes dépendants de
I'affinité de liaison, de la concentration de I'aahtigéne et du degré de maturation des
cellules B. Il s’agit d’apoptose (mort cellulaireogrammée), d’édition du récepteur ou
d’inactivation fonctionnelle des lymphocytes B nrat) naifs. Cette sélection intervient
également en périphérie et concerne les clones tBréactifs de forte affinité qui sont
éliminés dans les centres germinatifs des tissogphpides secondaires. Cependant, les
cellules B peuvent échapper a la tolérance établgroduire des auto-anticorps qui peuvent
contribuer aux dommages tissulaires dans les phémesnimmunopathologiques. (Lambert,
1981 ; Rose, 1982 ; Kazyumba, 1986).

Une dérégulation a difféerents niveaux peut entrainette auto-immunité B.

L’activation des cellules B thymo-dépendantes dépde deux signaux, I'un venant de

91



'antigene, et l'autre des cellules T. L’interactide ces deux signaux est importante pour le
devenir des cellules B. Les mécanismes moléculguesalterent cette interaction peuvent
contribuer a une augmentation de I'activation delules B ou a une diminution de
'apoptose. Par exemple une dérégulation de I'atibom B dépendant des cellules T, une
altération de la synthese des corécepteurs imdiciens la signalisation induite par
'antigene, une dérégulation dans le controle @pdptose des cellules B peuvent étre
incriminées. Cependant, méme en l'absence d’anenuila cellule B, des autoanticorps
peuvent étre générés par une réponse B normatgelidontre des super antigénes ou des
déterminants antigéniques d’agents infectieux pamimétisme moléculaire avec des auto-
antigenes (Davies, 1997). Le mimétisme moléculgerit induire différentes réactions
croisées, responsables de réponses auto-immumgsediicontre des protéines de I'héte chez
certains individus et peut ainsi modifier I'équikbde la réponse immunitaire d’'un état de

tolérance vers un état de réponse auto-immuneti§av une maladie auto-immune.

Méme si un épitope est responsable d’'une réactioiséein vitro, sa capacité a
induire une maladie auto-immuire vivo dépend de la présentation appropriée de I'antigene
de I'hnbte ressemblant dans le tissu cible. Dartatedes épitopes reconnus par les cellules T,
elle est fonction de la capacité de ces épitopedudre une réponse proliférative plutét qu’un
état d’anergie. La présentation de I'antigene @amar les cellules B aux cellules T est un
mécanisme possible d’induction d’'une réponse autotine aux antigenes du soi qui peut

conduire a des désordres auto-immuns dans cerizonegions (Olsson et coll., 1991).

Dans la THA, les anticorps anti-galactocérébrosides anti-neurofilament
reconnaissent chacun un antigéne localisé sur tabmame du trypanosome et commun aux
différentes espéces de trypanosomes. L'immunisat@®souris avec ces antigenes induit la
production d’anticorps qui présentent une réactiamisée avec les galactocérébrosides et le
neurofilament. Malheureusement, ces antigenes make@nt aucune protection contre
I'infection ultérieure parT. b. brucei.Les anticorps anti-neurofilaments que I'on retrouve
comme les anticorps anti-galactocérébrosides dah€R des malades sont caractéristiques
du stade neurologique de la THA. Toutes ces donséet en faveur d’'une induction par
mimétisme moléculaire avec un antigene parasif@ised et coll.,, 1997 ; Girard et coll.,
2000 ; Bisser et coll., 2000). Le role pathogernealgo-anticorps est souvent démontré par la
reproduction des symptémes apres transfert passifindmunoglobulines purifiées de patients
ou des modeles animaux. Cependant, certaines @bl@stérieur du SNC ne peuvent étre
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atteintes si la barriere hémato-méningée (BHM)irgscte. Une altération de cette BHM est
alors requise pour l'accés des auto-anticorps aigenes présents dans le SNC. Certains
anticorps pourraient cependant entrer dans le SNarta des microvaisseaux, en particulier
dans les zones ou la BHM est perméable (régiovagsaulaire, plexus choroides, éminence

meédiane, hypothalamus hypophyse, épiphyse) (Rétilgoll., 1994).

Des cellules T activées auto-réactives peuventepastravers une BHM intacte, mais
n'induisent pas de réaction inflammatoire local€aito-antigéne n’est pas présenté par des
cellules résidentega les molécules de classe Il du systéme majeurtddosnpatibilité. Les
modeles animaux et la sclérose en plaques ont patenivérifier certaines hypotheses. La
BHM représente une barriere importante pour I'imitutmumorale. Son altération par les
lymphocytes T activés est une étape importante dangéalisation d'une réaction
inflammatoire locale. La réaction immunologique slale SNC dépend de nombreux
parametres tels que lintégrité de la BHM, présemhed’antigene, présentation de I'antigene
aux cellules T adéquates, présence d’anticorpgaanttie complément, présence de cellules B
ou de plasmocytes. Le rdle des anticorps dansrieesue de lésions démyélinisantes a été
démontré dans le modele expérimental de sclérosgaenes, I'encéphalomyélite allergique
expérimentale (EAE). En effet, les lymphocytes Tioekactifs spécifiques d’antigenes
myélinigues (MBP, MOG, protéolipide) induisent dasfiltrations cellulaires. La
démyélinisation est induite par des autoanticopgcifiques des glycolipides de la myéline,
dont le galactocéramide qui en est le composaneunajCe modele démontre Ieffet
synergique des auto-anticorps dans la survenua d&rhyeélinisation. Dans la sclérose en
plaques, la rupture de la BHM est un événementopeéccrucial qui permet le passage des
auto-anticorps anti-myéline et du complément, etieinla démyélinisation. Des souris
transgéniques pour des génes dimmunoglobulinesifgpées valident ce concept. Ces
animaux ne développent pas de maladies auto-immmagré des taux élevés d’auto-
anticorps (Gran et coll., 2001 ; Vergelli et colQ01). Cependant aprés sensibilisation avec
des protéines myéliniques pour induire une encépigatlite expérimentale auto-immune et
une rupture de la BHM, ces souris transgéniqueseldppent une maladie et une
démyélinisation plus sévére que les souris cordr@ette étude montre que la présence de
cellules B auto-réactives et d’anticorps n’est gpaffisante chez les individus avec une BHM
intacte, mais gu’'une modification de la perméabilite la BHM peut considérablement

modifier I'évolution d’'une maladie inflammatoire diystéme nerveux central. La présence
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d’anticorps anti-myeéline chez un individu normalest donc pas corrélée a leur réle

pathogénique.

Dans la THA, les auto-anticorps anti-galactocérgioles peuvent avoir un réle
opsonisant, entrainer la phagocytose par les mbhagas et la démyélinisation. Le role de
molécules impliquées dans le recrutement et lagiance de cellules B au niveau du systeme
nerveux central, en particulier les chémokinesestrholécules d’adhésion, n’est pas encore

défini.

Des études expérimentales montrent que des celRilestivées spécifiques d'un
antigéne passent dans le systeme nerveux centravexrs une BHM intacte et y persistent
(Anthoons et coll., 1989).

La détection et lidentification des auto-anticorpgant un réle pathogénique a
plusieurs conséquences thérapeutiques. Tout d’abélichination des auto-anticorps de la
circulation ou un traitement immunosuppresseuf aatiles cellules B peuvent étre efficaces.
Ensuite, la présence de ces auto-anticorps permet dassification des patients. La
classification des patients entre répondeurs etrapandeurs peut permettre des traitements

mieux adaptés. On comprend alors I'intérét d'unaraghe thérapeutique immunologique.

2- Roles des cytokines

Une profonde dérégulation du réseau des cytokinsts observée dans les
trypanosomoses. La premiére évidence d’'une surptiotiude TNFe a été observée chez le
lapin infecté pafl. b. bruceiavec fievre, asthénie, cachexie et hypertrigly@mig. Des taux
elevés de TNFe sont associés a la présence de signes inflammatdéns la premiére phase
de la THA, et a la présence de signes neurologigéesres dans la phase tardive de la THA
(Nakamura, 1998).

Une augmentation persistante du TdBeut contribuer a I'nypergammaglobulinémie
observée dans la THA en raison du rdle du ToN&ur l'activation, la prolifération et la
différenciation des cellules B. Cependant, le TdNPparticipe au mécanisme conduisant a
'élimination des trypanosomes. Il peut agir soitedtement sur les parasites par ses

propriétés cytotoxiques, soit indirectement, pare ucascade d’événements entrainant
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I'activation de plusieurs mécanismes effecteursezZCla souris infectée pdar. b. brucei le
contr6le du début de l'infection est diminué parjéction d’anticorps d’anti-TNFe (Lucas et
coll., 1993 ; Daulouéde, 1994 ; Magez, 1999).

Les VSG déclenchent la production de TtlFpar les macrophages (Paulnock et
Coller, 1981). De plus la production de TNFpeut étre stimulée par I'lFN-IFN-y et TGF$
sont produites par les cellules T CD8&ctivées par un facteur lui-méme activé par une
molécule synthétisée par les trypanosomes, le TUW&.TGF$ possede des propriétés
immunosuppressives. Un fait intéressant est q&&l#l stimule la croissance du parasite. La
liaison de I'epidermal growth factor (EGF) sir b. bruceifavorise aussi la croissance du
parasite, ce qui est une des premiéres interactigtikine-parasite observée (Hamadien et
coll., 1999, 2000 ; Bakhiet et coll., 2002 ; Nishira et coll., 2004).

Toutes ces données montrent que, en interféramt laveeseau des cytokines et en
utilisant les cytokines comme facteurs de croissales trypanosomes modifient les fonctions
effectrices du systeme immunitaire. De plus, lefetef des cytokines peuvent étre
complétement différents selon la présence de festenstimulateurs et la période pendant
laquelle elles sont produites au cours de l'intecpar les trypanosomes. Les cytokines sont
egalement impliquées dans la physiopathologie gtesye nerveux. Les souris infectées par
T. b. bruceidéveloppent des Iésions inflammatoires du SNC aprésaitement a la suramine
a doses subcuratives. Des transcrits du tNfent détectés dans le cerveau de ces souris,
suggérant que le TN&-joue un role dans les lésions. Le ThFet d'autres cytokines
contribuent également a la production de molécsid@snogéeniques comme I'ILB1 Des taux

élevés d’IL-10 sont mesurés dans le sérum de patéteints de THA (Hunter et coll., 1991).

Par ailleurs, les cytokines jouent un role esskmtms la synthése de monoxyde
d’azote (NO) dont les effets sur la réponse imnaurgtont été mis en évidence depuis

guelques années (Lee et coll., 1993 ; Kong et, @IDO).

3- Le réle du monoxyde d’azote (NO) dans les infaons a trypanosome

Les mécanismes de régulation mis en jeu dans ladiion du NO sanguin ont été

abordés par I'étude des cytokines stimulantes (&NgE-IFNYy) et inhibitrices (IL-10, IL-4,
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TGF) de la NOS inductible (iNOS) des macrophages dd®ems atteints de THA avant
traitement et aprés une cure de mélarsoprol. Le-dNdE I'IFN-y sont augmentés avant
traitement, mais cette augmentation de cytokinesusdtrices de la INOS est contrebalancée
par celle de I'lL-10, alors que l'IL-4 et le TGF-ne varient pas. L'IL-10 agit comme
inhibiteur a deux niveaux, celui du TNFet celui de la INOS. Les taux plasmatiques de TNF-
a et d’IL-10 reviennent a la normale des la premi@rsee de mélarsoprol (MacLean et coll.,
2001). L'inhibition de la INOS des macrophages\é&gipourrait donc en partie provenir de
I'action de I'lL-10. Par ailleurs, la voie de la@§ macrophagique est délaissée dans la THA,
au profit de celle du cycle de l'urée. Le substtatla INOS, la L-arginine, est fortement
diminué dans le sang de souris trypanosomées.dtauration de la production de NO et de
l'action trypanolytigue des macrophages est obtgparel’injection intrapéritonéale de L-
arginine. La diminution de I'arginine plasmatiqust en fait due a 'augmentation importante
de l'activité de l'arginase. Celle-ci utilise I'anjne comme substrat, pour lequel elle a une
plus grande affinité que la INOS (Gobert et c&DQOO ; Duleu et coll., 2004). L'arginase
augmente dans les premiers jours suivants l'indiculades parasites. L’induction de
'arginase représente un nouveau mécanisme d’éehagmt élaboré par les parasites. Elle
entraine une diminution de la L-arginine circularii& concentration en L-arginine résultante
pour la INOS est insuffisante a assurer une progluctuffisante de NO. L’arginine est
meétabolisée pour produire de l'urée et des métmsotomme l'ornithine. Ces métabolites
sont utilisés par le trypanosome pour la synthéskADN et du trypanothion. La iINOS, déja
inhibée par I'lL-10, ne peut donc plus induire deduction de NO, puisqu’elle ne dispose

plus du substrat nécessaire a cette production.

L’origine du NO produit au niveau du cerveau ese lia I'activation de la iINOS.
L’augmentation du NO cérébral d'origine inductibpeut avoir un rble délétere sur ces
fonctions et sur la perméabilité de la barriere &@encéphalique (Enanga et coll., 2002 ;

Viswambharan et coll., 2003).

Au cours de la THA les études sur le dosage du d@uXO dans le systeme nerveux
central montrent divers résultats, ainsi pour $terg et coll. (1998), le taux de NO augmente
au cours de l'infection du vervet par brucej mais pour MacLean et coll. (2001), il n’y a pas

de modification du taux de NO dans le LCR lors’ohddction chez 'homme.
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4- Passage du parasite dans le SNC

Les mécanismes par lesquels les parasites frapahides vaisseaux sanguins
cérébraux et pénétrent dans le parenchyme céréwat fondamentaux pour le
neuropathogénie de la THA. Sur les animaux infepa&bruceiles parasites envahissent les
plexus choroides, la région périventriculaire stdeganes de I'éminence médiane dépourvus
de BHM (Schultzberg et coll., 1988). Ensuite, lesasites pénétrent la BHM et envahissent
le parenchyme cérébral (Mulenga et coll.,, 2001). pJas grand nombre de parasites
apparaissent dans la substance blanche et au mesanoyaux septaux plutdt que dans le

néo-cortex cérébral.

L'intégrité de la BHM du systeme nerveux centrahstitue une protection contre
l'infiltration de cellules inflammatoires, gracexaugellules endothéliales et aux astrocytes
(Rubin et coll., 1999) et a leurs membranes bag&@ed et coll., 2001). Deux membranes
basales sont associées aux vaisseaux sanguinslelamsveau : une membrane basale
endothéliale et une membrane basale parenchymatdbstte derniere est produite
principalement par les astrocytes et délimite dmtiere du parenchyme cérébral (Sixt et coll.,
2001). Les composants principaux de toutes les mamb basales appartiennent a la famille
des laminines qui sont des glycoprotéines, dons tes membres sont des hétéro-triméres
composeés de chainesf, y. Jusqu'ici les chaines,54B3, et 3/ ont été décrites ; les chaines de
la lamininea portent des domaines d’interaction et représemtent I'unité fonctionnelle de
chaque laminine. Les membranes basales endotisélidle systeme nerveux central
contiennent la laminine4 et la lamininea5. La transmigration de cellules T se produit
seulement aux emplacements ou la laminihexiste, et non pas au niveau de la laminfe
(Sixt et coll., 2001). Ceci laisse penser que haiténe o4 favorise la transmigration des
leucocytes, et que la laminin@5 inhibe cette migration. L'expression des lamigine
endothéliales est influencée par des cytokinesflamhmatoires (Sixt et coll., 2001), tels que
I'IFN-y, IL-12, et TNFe qui reglent également l'invasion des cellulesammiinatoires dans le
parenchyme cérébral. Ces cytokines modulent I'sspe des molécules d'adhérence
cellulaire, et stimulent la synthese de chémokitess le systeme nerveux central. L’'IigN-
sécrété par les cellules immunitaires innées gitataes apres stimulation par I'lL-12 et IL-

18, est essentiel pour le contrdle des microorgaesspathogenes intracellulaires (Boehm et

97



coll., 1997). En plus de la régulation de I'expi@sgles isoformes de la laminine, I'IFN-
induit différents meécanismes microbicides, augmeidepression des molécules et des

chémokines d'adhérence, et stimule la présentd#migene (Boehm et coll., 1997).

Différentes études ont montré que les réponsesaaps induites par les cellules B et
les réponses de type Thl induisant la productifNey sont nécessaires pour la résistance
aux trypanosomes chez les souris (Hertz et c@b8). Paradoxalement, I'lFMfavorise les
infections aT. bruceien jouant sur I'immunosuppression (Darji et cdl®93 ; Shi et coll.,
2003) et en augmentant la prolifération du para&iiksson et coll.,, 1993). Les parasites
infiltrant le parenchyme cérébral sont susceptildesrencontrer les mémes barrieres et
membranes basales cellulaires produites que lesdgtes lors d’une inflammation, c’est a
dire d'abord la barriere comprenant I'endothéliarsaemembrane basale, puis le parenchyme
et les astrocytes. En outre, les infection$.abrucei sont associées a des infiltrations de
cellules B et de T. La présence de laminide et non celle de laminingb, sur la membrane
basale endothéliale est associée au passage lwleiceiau travers de celle ci de méme que

I'IFN-y facilite la transmigration du parasite (Masochadadt, 2004).

Un autre mécanisme a été mis en évidence par Gétacdll. (2003) qui ont montré
gue des facteurs pro apoptotiques tels que Fasiblso{sFasL) ainsi que des anticorps anti-
Fas étaient présents dans le LCR des maladesdm&t&es facteurs sont connus pour jouer
un role dans I'apoptose des cellules microgliatgsagticiper a la rupture de la BHM et donc
au passage du parasite dans le systéeme nerveuslc&& mécanisme permettant au parasite
d’échapper au systéme immunitaire de I'héte esila@im a celui observé pour les infections a
T. cruziou maladie de Chagas (Lopes et Dos Reis, 199%ped et coll., 1995 ; Zuniga et
coll., 2000 et Reina-San-Martin et coll., 2000).

Parallelement, on sait qu’il y a une productioncaurs de la réponse immunitaire de
cytokines pro inflammatoires telles que le ThKCerami et Beutler, 1988), I'lL§; I'lL-6,
produites par les astrocytes ou oligodendrocytedams le sang Elles jouent un réle dans la
modification de l'activation des cellules endothtds (de Vries et coll., 1996; Brochu et
coll., 1999).
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TRYPANOSOMOSE AFRICAINE ET IMMUNOLOGIE

Boda C, Courtioux B, Jauberteau-Marchan MO, Bisser S. Immunity to Africa
Trypanosomiasis. In: O. Garraud, Ed. Update in itadgmmunology. Transworld Research

Network, Fort P.O., Trivandrum, Kerala, India.press.

Résumé:

La trypanosomose africaine est due a un protozeaine-cellulaire qui infecte a la
fois ’'hnomme et les animaux dans les pays sub-gatsrlL’état immunologique est marqué
par [l'activation polyclonale de Ilymphocytes B, untaté inflammatoire et une
immunosuppression. Les trypanosomes s'adapteniréh@ge par une interaction complexe
avec le systeme immunitaire basée sur leur capacéhapper aux réactions immunitaires.
Trois mécanismes sont impliqués : variation du m@mtantigénique, relargage de facteurs
favorisant un environnement salutaire pour leurssance et possibilité pour le parasite de se
dissimuler en particulier dans le systeme nerveantral. Le mécanisme de neuro-invasion
n’est pas bien connu mais pourrait étre d a deedes apoptotiques provenant du parasite et

a I'lFN-y qui pourraient interagir avec les cellules endidles présentant la lamining.

La réponse immune précoce induite par le parasitelit a une production d’IFMN-
qui a une double fonction, croissance du parasitds maussi activation de facteurs
trypanocides par les cellules de I'héte. En consgge, ce mécanisme conduit a des lésions
inflammatoires et altére I'activation des cellulesAinsi, le « switch » vers un profil Th2 (IL-
4, 1L-10) semble étre favorable pour I'hdte en dinant I'état inflammatoire. Classiquement
et de maniére alternative I'activation des macrggsgoue un role crucial dans la régulation

de ce mécanisme qui crée un équilibre entre lespparet la survie de I'hoéte.

Les patients peuvent probablement développer unmumiié dirigée contre le
trypanosome. C’est pourquoi la recherche d’'un vaest importante. Des progres ont été
observés avec la recherche sur les protéines éssoaux microtubules du trypanosome et

nécessitent d’autres investigations.

99



OBJECTIFS

L’objectif principal de cette thése est I'étude deicanismes inflammatoires au cours

de la trypanosomose humaine africaine et leurdagtjans en diagnostic et en thérapeutique.
Les objectifs secondaires sont :

- Etudier les types lymphocytaires et leur étactNation dans le sang et le LCR de

malades aux différents stades de la maladie ;

- Etudier le franchissement de la barriere hématoingée par les cellules immunes

des patients en stade neurologique ;

- Détecter de facon spécifique et sensible lesamts anti-galactocérébrosides et anti-

neurofilament qui sont des marqueurs du stade ugigoe de la THA ;

- Analyser les structures glycolipidiques du trypsome vraisemblablement
responsables de la synthése de certains anticgepsfigues du stade neurologigue et

envisager une thérapeutique.
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PATIENTS ET METHODES

I- Les prélevements chez les patients atteints deHRA

Au cours de notre travail de these, nous avonsapticper a différentes enquétes de
prospection en Angola, en Républigue Centrafricaéheau Gabon afin de recuelillir les
échantillons biologiques nécessaires a notre éyienétrique, au dosage des chémokines et
a la validation du test de diagnostic de staderpaherche d’anticorps dirigés contre les

constituants du systeme nerveux central.

Les prélevements biologiques ont été réalisés ataesnise en évidence des
trypanosomes soit dans le sang, soit dans la lyngahiedans le LCR. Chaque patient retenu
pour I'étude était informé de l'utilisation des [gnéements et son consentement était demandeé

(ou celui des parents dans le cas de mineurs).

Les patients ont été dépistés par CATT sur samad tBh cas de positivité, un CATT
sur sérum était réalisé pour confirmer cette pasdti La confirmation parasitologique a été
réalisée par I'examen du suc ganglionnaire en @edopathie cervicale et/ou la recherche

du parasite dans le sang aprés concentration.

En cas de présence du trypanosome dans le sang latlymphe, une ponction
lombaire était effectuée afin de déterminer le estde la maladie et mettre en place le
traitement adapté.

Les sérums, les cellules du sang et du LCR reauaiirés 'examen ont été stockées
soit a —20°C (sérums, LCR) soit dans l'azote (¢eduavant leur acheminement dans les
laboratoires de I'Université de Limoges (EA 3174, Bernard BOUTEILLE ; EA 3842, Pr
Marie-Odile JAUBERTEAU-MARCHAN) et au Centre Intetional de Recherche Médicale
de Franceville au Gabon (Dr Sylvie BISSER, chefd@ipartement de Parasitologie ; Pr

Philipe BLOT, directeur) ou nous avons réalisé etravail.

Classiguement sur le terrain un patient était c#réi en stade 2 de la maladie lors de
la découverte d’'un trypanosome dans le LCR. Cefileouverte est aléatoire et 'OMS
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recommande I'adoption des criteres suivants (ONIS8].:

- une cytorachie supérieure a 5 éléments/pL dah€R et présence de trypanosome

dans le systéme lymphatico-sanguin,

- une protéinorachie supérieure a 450 mg/L avesegmee de trypanosomes dans le

systeme lymphatico-sanguin (OMS, 1998).

Dans notre étude pour I'analyse des résultats, avoss considéré que la cytorachie
comme seul examen déterminant le stade est un@ywatiiscutable avec le risque de

considérer en stade 2 des patients sans atteintelogique.

De ce fait 'analyse des résultats est effectuééntrnduisant dans cette étude une
phase “intermédiaire”, comme cela a déja été mghar d’autres auteurs (Doua et coll.,
1987 ; Girard et coll., 2000 ; Bisser, 2001). Cadst se caractérise par une cytorachie

comprise entre 5 et 20 éléments par pL de LCR.
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1- Mission en République Centrafricaine
Au cours de cette mission nous avons participéragliéte réalisée sous la direction du
PNLTHA (Programme National de Lutte contre la THINigé a I'époque par le Dr Auguste

Nangouma.

La mission s’est déroulée du 15 mars 2001 au 30 2001 dans la région de
Batangafo (comprenant 4 communes : Bakassa, Beagki @t Batangafo) qui se trouve a
500 km de piste au nord de Bangui. Il s’agit d'ymepulation rurale dont les activités

dominantes sont I'agriculture et la péche.
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Figure 13 : Carte géographique de la RCA indiquante lieu de la prospection

La sensibilisation de la population se faisait quek jours avant le dépistage

proprement dit.
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Le dépistage actif s’est déroulé dans 15 quartleratangafo et dans les villages
limitrophes. Les villageois ont été visités et &¢al par le test CATT. Chaque patient retenu
pour I'étude était informé de I'utilisation des lgnéements.

Les patients étaient considérés sérologiquementifpgsour la THA apres avoir été
déclarés positifs par le test CATT, mais égalenparasitologiquement positif par le test
MAECT. Une ponction ganglionnaire était égaleméatisée lorsque le patient présentait une
adénopathie.

Chaque patient sérologiquement positif pour la TétAconfirmé par la présence du
trypanosome dans le sang et/ou dans la ponctiogliganaire était examiné par un médecin
du PNLTHA. Puis était réalisé un examen cliniqueégéal et un examen neurologique sur

chaque sujet.

La stratégie du PNLTHA a Bangui était de détermil@ecytorachie sur cellule de
Nageotte et de considérer comme stade 2 les matiemit la cytorachie est supérieure a 5
cellules/uL. La mise en évidence du trypanosom&aige découverte fortuite au cours du
comptage, aucune technique de concentration n‘eéaliéée.

Un prélevement sanguin sur tube sec au pli du ceétaie réalisé pour effectuer des
analyses biochimiques et sérologiques. Les préleasn(LCR, sérum) étaient stockés a -
20°C, dans les congélateurs du PEV (Programme iEgVaccination), mis a notre
disposition par I'h6pital communautaire. Puis lelgvements ont été acheminés a Limoges

en respectant la chaine du froid.

C’est au cours de cette étude en RCA que nous destéspour la premiere fois sur le
terrain la recherche d’auto-anticorps anti-neuaofiént et anti-galactocérébrosides en tant que
diagnostic de stade de la THA.

128



2- Mission en Angola

Au cours de cette mission nous avons participérigliéte réalisée sous la direction de
I'ICCT (Instituto de Combate e Controlo das Tripasmmiases) situé a Luanda et dirigé par
le Pr Théophile JOSENANDO.

La prospection conduite par le Dr Sylvie BISSERss@¢roulée du 02 novembre 2002
au 02 décembre 2002, a Tabi, une région situédKabde piste au nord de Luanda. C’est
une zone semi-désertique ou la présence des motsghts® est trés importante, notamment a
proximité des rivieres. La population visitée este upopulation rurale dont les activités
dominantes sont I'agriculture et la péche.

winchoet N AMIBIE

Figure 14 : Carte géographique de I’Angola indiquanle lieu de la prospection

Les prélevements réalisés au cours de cette étnd@esmis une partie de I'étude
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cytométrique mais également le dosage des chénw#lares le sérum et LCR des patients.
Les patients étaient considérés positifs pour I Epres avoir été déclarés positifs
par le test CATT, mais également parasitologiquenpasitifs par le test mMAECT. Une

ponction ganglionnaire était également réalisésgioe le patient présentait une adénopathie.

Chaque patient sérologiquement positif pour la TétAconfirmé par la présence du
trypanosome dans le sang et/ou dans la ponctiogliganaire était examiné par un médecin
de I'ICCT ou le Dr Sylvie BISSER. Puis était réélisxamen clinique général et un examen

neurologique sur chaque patient.

La stratégie de I'lCCT était de déterminer la cgtatiie sur cellule de Nageotte et de
considérer comme stade 2 les patients dont laaghar était supérieure a 5 cellules/pL. La
mise en évidence du trypanosome était systématienieaffectuée sur chaque LCR aprés une

double centrifugation .

Un prélévement sanguin sur tube sec ou sur EDTApmection de son utilisation, au
pli du coude était réalisé pour effectuer des amalybiochimiques et sérologiques. Les
prélevements (LCR, sérum) étaient stockés d’abe0C, dans les congélateurs, puis dans

de I'azote liquide a —196°C.

Les cellules étaient conservées dans un milieu tddap transport aprés leurs

marquages pour la cytomeétrie en flux.

Les prélevements ont été acheminés a Limoges otarcéville en respectant la

chaine du froid.

En Angola nous avons également recueilli des étluast provenant du dépistage

passif des patients a I'h6pital de Viana.

D’autres missions en Angola ont été réalisées (Bengvembre 2002 ; Zala, juin
2004).
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3- Mission au Gabon

Une prospection conduite par le PNLTHA du Gabomsda direction du Dr Paulette
MENGUE M'EYI et la participation du Dr Sylvie BISTE(CIRMF), s’est déroulée au cours
du mois de mai 2004 dans la région de Coco BeaépdiPement de la Noya) qui se trouve a
proximité de Libreville. C’est une zone rurale affantiére fluvio-maritime avec la Guinée

Equatoriale.
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Figure 15 : Carte géographique du Gabon indiquantd lieu de la prospection

Les sérums, les LCR et les cellules du sang et@R kecueillis par Mademoiselle
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Lynda PERVIEUX, étudiante de 'EA 3174 en stageDdeA et par le Dr Caroline BODA,
docteur de I'Université de Limoges, nous ont perd@ascompléter I'étude cytométrique et le
dosage des chémokines initiées en Angola.

Les patients étaient considérés positifs pour I Epres avoir été déclarés positifs
par le test CATT, mais également parasitologiquénpasitifs par le test mAECT. Une

ponction ganglionnaire était également réalisésgloe le patient présentait une adénopathie.

Chaque patient sérologiquement positif pour la TétAconfirmé par la présence du
trypanosome dans le sang et/ou dans la ponctiogliganaire était examiné par un médecin
du PNLTHA. Puis était réalisé un examen cliniqueégal et un examen neurologique sur

chaque patient.

La stratégie du PNLTHA a Libreville était de déterer la cytorachie sur cellule de
Nageotte et de considérer comme stade 2 les matiemit la cytorachie est supérieure a 5
cellules/uL. La mise en évidence du trypanosomié ststématiquement effectuée sur chaque

LCR aprés une double centrifugation.

Un prélévement sanguin sur tube sec ou EDTA, eatifmm de son utilisation, au pli

du coude était réalisé pour effectuer des analywehimiques et sérologiques.

Les cellules étaient conservées dans un milieu tddap transport aprés leurs

marquages pour la cytomeétrie en flux.

Les préléevements (LCR, sérum) étaient stockés 2C-2Buis les prélevements ont été

acheminés a Limoges ou a Franceville en respeetahiaine du froid.

4- Origines des sérums et LCR contrdles

Pour chacune des études que nous avons menéeedctamdillons sanguins et des
LCR contrbles ont été utilisés. Tous les contrghedsentaient un CATT négatif et une
cytorachie inférieure & 5 cellules/uL. Pour chagaetréle une ponction lombaire avait été
réalisée dans le cadre de leur bilan biologiquesssire au diagnostic de leur maladie.

Pour le typage lymphocytaire et le dosage des chém@® nous nous sommes servis

de sérum et le LCR contrbles obtenus de la ménmnflys de prospections precédemment
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décrites en Angola et au Gabon. Au total en Angidlau Gabon 37 contrdles ont pu étre

réunis.

Pour le test de diagnostic de stade par recherebeadticorps anti-neurofilament et
anti-galactocérébrosides nous nous sommes servi8 amntréles provenant du service de

neurologie du CHRU de Limoges. Parmi ces patierdmtent HIV positif.
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Nombre de total de patients
Date de Contrdles Age - N
Pays mission Stade1 |. Stade. Stade 2 | moyen Sexe ratio Etudes realisees
intermédiaire (M/F)
15 mars Etude sur le diagnostic
RCA 1 30 avril 2001 ) 39 59 21 24 ans 0.9 de stade
02 novembre Etude sur le diagnostic
02 décembre - 4 6 11 25 ans 1,6 9
de stade
Angola 2002
g 01 avril i 1 3 - 30 ans 14 Etude sur les chémokines
15 avril 2003 ' et la cytométrie
10 juin 2004 Etude sur les chémokines
25 juin 2004 10 8 1 8 30ans 2 et la cytométrie
Janvier 2003 9 i i 1 46 and i Etude sur les chemokines
Gabon et la cytométrie
Mai 2004 28 19 - 5 44 ans 1,1 Etude cytométrique
Février-mars 2005 10 - - - 32 ans 1.8 Etude cytame
Etude sur le diagnostic
France 2001 13 - - - - - de stade

Tableau 3 : Récapitulatif des différentes missiongrganisées pour le diagnostic de stade, le dosagessahémokines et le typage

lymphocytaire.

134



135



lI- Le matériel biologique
1- Les trypanosomes

a- Origine

Les souched. b. bruceiAnTat 1.9,T. b. gambiens&IBA et T. b. rhodesiens# Tat
1.1 avaient été gracieusement données au Dr BeB@UTEILLE par I'Institut de Médecine
Tropicale Prince Léopold (Anvers, Belgique). Ellagaient été fournies sous forme de
cryostabilat dans I'azote liquide et conservées smite forme au laboratoire. Le nombre de
passage sur animal étant restreint au strict mimrafin de conserver les caractéristiques de

ces souches.

b- Culture de T. b. brucei AnTat 1.9, T. b. gambiense MBA et T. b. rhodesiense Il
Tat 1.1.

Nous avons cultivé les trypanosomes au laborattd@res un milieu liquide dit Milieu
de Baltz (Baltz et coll.,, 1985): MEM (Eagle’s Minim Essential Medium, Gibco)
supplémenté par 10 % de sérum de cheval décompiéni@ibco), L-glutamine (2 mM,
Gibco ), HEPES (25 mM, Gibco), glucose (0,2 %, Siynpyruvate de sodium (2 mM,
Gibco), pénicilline (150 UI/L, Gibco), thymidine , 0 mM, Sigma), 2-mercaptoéthanol (0,5
mM, Sigma), L-cystéine (15 mM, Sigma), et bathooimpe sulfate (0,0001 %, Sigma) a 37°C

en atmosphere a 5 % de £Qe milieu est renouvelé par moitié tous les jours

2- Les souris

Nous avons utilisé des souris Swiss femelles d& 2Bg provenant de I'élevage Dépre
(France) pour le passage des souches de trypan®soais €galement pour les différents
testsin vivo. Une période d’adaptation de 7 jours était obseraeant le début de toute

expérimentation. Elles recevaient alimentationcésonad libitum
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[1l- Les méthodes

1- Cytométrie en flux pour le typage lymphocytaire

a- Marquage des lymphocytes du sang total

Nous avons marqué les lymphocytes du sang a partsang total pour I'analyse par
cytométrie en flux. Pour chaque patient, deux comibbns de trois anticorps ont permis le
marquage. Le sang a été prélevé sur tube EDTA lekgzatients. Le sang a été dilué au demi
dans un milieu de conservation (Cytocheck, Daka).mdoment du marquage, le sang était
réparti dans des microtubes a raison de 50 pL gabmaison. Les anticorps couplés a des
fluorochromes (isothiocyanate de fluorescéine (F|TRhycoérythrine (PE), Phycocyanine 5
(PC5), Allophycocyanine (APC)) étaient ajoutés dahsque tube selon la combinaison
voulue. Le contenu des tubes était légerement pgitincubé a température ambiante durant
15 a 20 minutes a I'abri de la lumiére. Ensuite L1 de tampon de lyse des globules rouges
(NH4COsH 0,9mM, NH,CIl 131mM) était ajouté dans chaque tube. Aprestiatdilu tampon
de lyse, les cellules étaient incubées durant Xutes a température ambiante a I'abri de la
lumiere, puis centrifugées. Le culot était ensléeé deux fois en PBS. En cas de lyse
incomplete (coloration rouge persistante), une olgn& lyse était pratiquée selon le méme
protocole. Le culot de lymphocytes était ensuixé &n présence de 250 uL de PBS a 4% de
Cellfix (Becton Dickinson, France). Tous les antpétaient fournis par Becton Dickinson.
Une série de controles isotypiques adaptés a élis&é par jour de prélévement (Tableaux 3
et 4).

Les échantillons étaient ensuite analysés au cytereé flux au CIRMF a Franceville

(Facs Calibur, Becton Dickinson, France) dans dai @éémpris entre 24 heures et 5 jours.

b- Marquage des lymphocytes du LCR

Immédiatement apres prélevement et lecture dettaashie, les lymphocytes du LCR
ont été marqués en vue des analyses cytométriGues. cela, des anticorps couplés a des
fluorochromes ont été ajoutés a 100 pL de LCR iasutb minutes a +4°C. Les échantillons
ont été fixés par du CellFix (Becton Dikinson) a %0 La lecture pouvait alors s’effectuer
dans les 5 jours suivants. Une série de contréegpiques adaptés a été réalisée par jour de
prélevement (Tableau 4).
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c- Marqueurs utilisés sur les cellules du sang eud_.CR

Les anticorps monoclonaux utilisés pour I'analyes iymphocytes T et B du sang et
du LCR étaient conjugués a :

- isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (IgG1ltig@D19, anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD45RA, anti-CD95),

- phycoérythrine (PE) (IgG1l, anti-CD56, anti-CD2ti-CD62L, anti-CD28, anti-
HLA-DR, anti-CD16),

- péridin-chlorophylle-a-protéine (PerCP) (IlgGhtiaCD4, anti-CD8, anti-CD69),
- phycocyanine (PC5) (IgG1, anti-CD3, anti-CD8),
- allophycocyanine (APC) (IgG1, anti-CD3, anti-CD&aiti-CD8).

Ces anticorps ont été fournis par Becton DickinsgBecton-Dickinson

immunocytometry system, France) :

Les lymphocytes T ont été recherchés par le marq@b3’, CD3'CD4" et
CD3'CDS8’ (Tableau 3).

Les lymphocytes T naifs ont été recherchés par CD6R2CD45RA.
Les cellules mémoires ont été recherchées paraesumaurs CD45RAD62L".

Les lymphocytes T activés ont été recherchés pamierqueurs HLA-DR CD25,
CD69" et CD14.

Les pré effecteurs CD8 ont été recherchés par é&gquaurs CDS8CD45RACDG62L.
Les effecteurs CD8 T ont été recherchés par leguears CD8CD45RA'CD62L.
Les NK ont été recherchés par les marqueurs COEB16 et CDSCD3 T.

Les NK-T ont été recherchés par les marqueurs QDB8" et CD16CD8" T (Resino
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et coll., 2003).
Les lymphocytes B ont été recherchés par les margu@D19 (Tableau 3).

Les lymphocytes B activés ont été recherchés gamiarqueurs CD14 HLA-DR”,
CD69" et CD95 B.

Marqueurs Etats d’activation Marqueurs d’activation
Lymphocytes . . .
lymphocytaires lymphocytaire lymphocytaire
T naifs CD62L"
CD45RA’
) T mémoires CD45CD62L"
CD3™ HLA-DR"
CD3'CD4 L CD25
T cD3'CcD8s' T actives cD69
CD14
T CD8 effecteurs CD8 CD45RACD62L
CD56'CD3’
NK-T CD16'CD3’
CD56'CD3
NK CD16'CD3
CD8'CD3
CD14
4 o HLA-DR™
B CD19. B activés cD69
CD95

Tableau 4 : Récapitulatif des marqueurs utilisés par le typage lymphocytaire

d- Réalisation de contrdles isotypiques

Les contrdles isotypiques ont été réalisés a chadue de marquage (sang, LCR). lls
consistent & marquer les lymphocytes étudiés aw ahticorps dirigés contre des
immunoglobulines irrelevantes isotypiques identgjaecelui des anticorps primaires de fagon
a apprécier le taux de fixation non spécifique. rPmla, une série de combinaisons a été

utilisée en fonction des marquages a réaliser.cbesdles isotypiques ont également permis
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d’effectuer les réglages individuels pour chaqueribchrome (Tableau 4).

FITC PerCP/PC5 APC PE
1 IgG1 souris 1gG1 souris 1gG1 souris  1gG1 souris
2 CD19 lgG1 souris  1gG1 souris 1gG1 souris
3 IgG1 souris 1gG1 souris 1gG1 souris CD4
4 IgG1 souris CD8 IgG1 souris IgG1 souris
5 IgG1 souris  1gG1 souris CD3 IgG1 souris

Tableau 5 : Séries de contrbles isotypiques utiliséors des marquages des lymphocytes

du sang et du LCR de patients infectés.

e- Lecture des échantillons au cytometre en flux

Les lymphocytes du sang et du LCR marqués commetsi@cécédemment ont été
caractérisés au cytomeétre en flux (FacsCaliburtdde®ickinson) en adaptant les réglages
selon les contrbles isotypiques. En résumé, un ipremraphique taille/structure des
lymphocytes (SSC (side scatter) = f (FSC (forwardtter)) a été réalisé afin de placer la
fenétre d’analyse exclusivement sur les lymphocyteslecture des contréles isotypiques a
permis d'effectuer les réglages des ampérages dguehfluorochrome ainsi que les

compensations a ajuster en fonction des quatrecmultilisées.

D’une maniére générale, les réglages suivants tintappliqués a la lecture des

échantillons (Tableau 5) :
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a b
Fluorochrome Ampérages % FL1 - %FL2 0,1405%
FITC 620 4 650 A % FL2 - %FL1 25428 %
PerCP 600 a 635 A % FL2 - %FL3 24a28%
PC5 550 4580 A % FL3 - %FL2 12 2 15%
APC 480 a 520 A % FL3 - %FL4 5a7%
% FL4 - %FL3 7a9%

Tableau 6 : Réglage de I'ampérage de chaque fluotm@mme (a) et des compensations
entre les quatre couleurs (b) d’aprés les contrélasotypiques avant lecture au cytometre

en flux.

FL1 = fluorochrome 1 (FITC), FL2 = fluorochrome RK), FL3 = fluorochrome 3
(PerCP, PC5), FL4 = fluorochrome 4 (APC)

f- Analyse des résultats de la cytométrie en flux

Aprés lecture, les résultats ont été analysés gaficéngiciel CellQuest Pro (BD,

France). Plusieurs graphiques ont été créés :

SSC =f (FSC) afin de placer la fenétre sur lesolyatytes (fenétre R)

FL2 = f (FL1)
FL3 =f (FL2)
FL3 =f (FL1)

Tous les graphiques ont ensuite été centrés suraRbarre de statistiques a été
positionnée sur les graphiques en fonction desr@est isotypiques afin de déterminer les
populations négatives, simplement et doublemeritipes. A partir de 13, les pourcentages de

populations lymphocytaires positives pour un type rdarqueur ont été définis dans les
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cadrans statistiques (Figure 16).

a
o 1452LCR 02/06/04.001
Gy S ~
o
o
N
53
m ~—
5
Q8
n Fenétre centrée sur les lymphocytes déterminés par
8 leur taille (SSC) et leur structure (FSC)
o
0 50 100 150 200 250
FSC-Height
b
o 1452L.CR 02/06/04.001 Barres de statistiques qui déterminent les cadransupérieurs gauche et
2 S droit (UL et UR) et inférieurs gauche et droit (LL et LR

1. Populations lymphocytaires positives pour le majuage dans le cadran
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supérieur gauche donc pour le CD20
2. Populations lymphocytaires positives pour le marquge dans le cadran

inférieur droit donc pour le CD3

CD20 PerCP
102

101

& B
- ;
100 1wl 1w w0 W
CD3FITC
Acquisition Date: 02-Jun-04 Gate
Quad Events % Gated X Geo Mean ° Statistiques indiquant le pourcentage de cellulesaths chaque cadran par
uL 18 3.35 314 & rapporta la population toale comptabilisée dans R
UR 0 0.00 i
LL 78 14.53 2.85
LR 441 82.12 100.99

Figure 16 : (a) Fenétre d’identification des lymphaytes lors de I'analyse des résultats de
cytométrie. (b) exemple de résultats obtenus aprésarquage des lymphocytes dans le
LCR de patients infecté parT. b. gambiense et lecture au cytomeétre en flux.
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2- Dosage des chémokines et d’ILgldans le sérum et le LCR des patients

Les taux d'IL-PB, d’IL-8, de « monocyte chemotactic protein-1 » (RKL), de
« macrophage inflammatory protein-¢ (MIP-10) et de «regulated upon activation T cell
expressed and secreted » (RANTES) ont été mesanéslel sérum et le LCR des malades et
des contrbles. Lors des prospections les échamiliie sérums étaient prélevés sur des tubes
secs, puis centrifugés et le sérum recueilli. L&RL&E le sérum étaient stockés a -20°C puis -
80°C ; la réaction ELISA a été faite selon les rindions du fabricant (R&D Systems,
Minneapolis, USA). Chaque trousse de dosage cohiema courbe étalon réalisée a partir de
cytokine humaine recombinante et des contrélestiigg@&haque échantillon de sérum et de
LCR était analysé en duplicate et la valeur moyemga& utilisée pour I'analyse. La limite de
détection était de 0,1 pg /mL pour 113;18 pg /mL pour IL-8, 10 pg /mL pour MCP-1, 10 pg
/mL pour MIP-Xu et 5 pg /mL pour RANTES.

3- Recherche des auto-anticorps anti-galactocérélsmles et anti-neurofilament

a- ELISA

Pour le dosage des anticorps anti-NF (anti-ne@m#n}, nous avons utilisé des
plagues Maxisorb Nunc 96 puits, alors que pourdsade des anticorps anti-GalC (anti-
galactocérébrosides), nous nous sommes servisadegd Immunosorb Nunc 96 puits (dont
le support plastique hydrophobe ne fixe que lasldg). Dans tous les cas on ne se sert pas
des puits en bordure de la plaque.

Deux cent cinquante nanogrammes de NF (Sigma, &ains, MO) par puits (dans
50 uL de PBS) sont incubés une nuit a + 4°C, peéamieleur absorption au support plastique.
Apres un lavage en PBS, les plaques sont satureB88-BSA (Bovine Sérum Albumine)
3% (200 pL/puits) a 37°C pendant 1 heure. Apresauveau lavage en PBS, 100uL/puits
d’échantillon dilués en PBS-BSA 3% sont ajoutéSRLau 1:50) durant 1 nuit & +4°C. Aprés
6 lavages en PBS-0,05% Tween 20, des anticorpdgahiorse radish peroxydase (Dako,
Glostrup, Danemark) sont ajoutés durant 1 heuré°@ 3avec 100uL/puits dilués au 1:2000
en PBS). Apres 6 derniers lavages, la solution éelation est ajoutée (OPD, Ortho-

Phénylene Diamine, 0,6 mg/mL, dans du tampon eitext présence de,6,-30% 100 pL).
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Une réaction colorée se développe et est stoppééagdition de HSO, 8N (30uL). La DO
(Densité Optique) est lue a 492 nm. Chaque échamgikst analysé en duplicate.

Un bruit de fond (BDF) qui correspond a I'accrochagn spécifique des anticorps au
support en plastique a été déterminé pour chacsrédegantillons. Des LCR ont été incubés
dans des puits sans I'antigéne, puis traités coprémedemment. La DO corrigée est calculée
en faisant la différence entre la DO obtenue antigenes et la DO du BDF.

Pour le dosage des anticorps anti-GalC, on dépesgede GalC (Sigma, Saint Louis,
MO) par puits (dans 50 pL d’'un mélange d’éthanaleeméthanol), et apres évaporation des
solvants, les plaques sont saturées et traitéemegmécédemment. Les lavages sont réalisés
avec du PBS seul, le Tween étant un détergentaigagie d’éliminer I'antigéne lipidique.

b- Dot blot

Cette technique a été développée par Chabrouillef{t®93), afin de rechercher des
anticorps anti-gangliosides. La technique d'immuotdalot est simple, rapide et bien adaptée

en pratique quotidienne a la recherche de la spiégitles anticorps anti-galactocérébrosides.

Nous avons adapté cette technique pour la rechéehautoanticorps dirigés contre
les galactocérébrosides et contre les neurofilasnent

Le choix de la membrane immobilon-NC (Millipore, ii®aQuentin en Yvelines,
France) a été fait en raison de ses propriétésqurghimiques bien adaptées aux conditions
opératoires : elle présente une grande résistancedavants organiques et une forte capacité
de fixation des molécules par interactions hydrdyeso

La membrane est tout d’abord plongée 5 secondes wWlameélange d’isopropanol et
d’eau (2/1, v/v), puis séchée avant d’étre décogmekandelettes de dimensions appropriées
(1 X 2 cm) pouvant contenir les galactocérébrosgtes neurofilament. Le GalC solubilisé
dans un mélange isopropanol et eau (2/1, v/v) &sbvsE sous forme de gouttes a l'aide d’une
micropipette a raison de 10 pg/bandelette.

Apres séchage, la membrane est plongée 5 secoadsesdd PBS puis a I'aide d’'un
Dot Blotter (Schleicher et Schuell, AubervillieFgance) le neurofilament est déposé a raison

de 3 pg. A ce stade les bandelettes peuvent éckésts pendant plusieurs mois a I'abri de la
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lumiére et de I'humidité. Le tampon de saturatiditisé pour bloquer les sites libres de la
membrane est le PBS contenant 10 % de sérum delcHev saturation dure 1h sous
agitation. Les bandelettes sont mises a incubes darPBS-sérum de cheval avec les LCR au
1/10 pendant 3 heures a température ambiante agfitasion. Aprés 3 séries de lavages de 5
min dans le tampon PBS-0,05 %-Tween 20, les battéelsont incubées pendant 1 heure
avec les anticorps secondaires au 1/100 dans dunmS#r cheval 10 %.es bandelettes sont
rincées 3 fois 5 minutes dans le tampon PBS-0,0bAen 20. La révélation de la fixation
d’auto-anticorps anti-GalC et anti-NF est réalipae utilisation du 4-chloro-1-naphtol (10 mg
de 4-chloro-1-naphtol dans 5 mL d’éthanol auquedjonite 45 mL de PBS + 30 de HO,-
30%). Les bandelettes sont mises a incuber jud@pparition d’une coloration (environ 15
min) a I'obscurité et rincées avec de I'eau puishéés sur papier filtre. La lecture se fait
immeédiatement, par observation de la coloratiotfadmndelette.

4- Dosage des protéines dans les sérums et les LCR

Le dosage des protéines a été réalisé par népéttlersur BNA (Behring Diagnostic,
Rueil-Malmaison, France) au CHRU de Limoges, serdie biochimie. La limite de détection

pour les IgM était de 2,4 mg/mL.

5- Analyse glycolipidique

Ce travail de these nous a permis d'effectuer plusi stages au sein d’'une équipe
brésilienne spécialisée dans le travail et l'araalgles constituants glycolipidiques des
parasites (Laboratoire de Glycobiologie, Institig &iophysique Carlos Chagas Filho,
Université Fédérale de Rio de Janeiro) dans leecddrnotre co-tutelle de these avec le Pr
Lucia MENDONCA-PREVIATO, directrice de ce laboratni Ces stages ont été effectués
grace au projet de recherche bilatéral franco-leésiCAPES-COFECUB n° 405/02
coordonné par le Pr Lucia MENDONGCA-PREVIATO et le Bernard BOUTEILLE.

a-Extraction des glycolipides deTrypanosoma b. brucei, T. b. gambiense et T. b.

rhodesiense.

Nous avons préparé des culots de trypanosomesltdesdyophilisés, environ 2 x 10

parasites par échantillon de chaque souche deniogpanes. Au total 10 échantillons de
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chague souche ont été préparés.

L’'analyse des glycosphingolipides neutres puriéégté faite par spectrométrie de
masse et a permis de caractériser les lipidesule®s et la base issus de la purification des

échantillons.

Nous avons étudié les glycosphingolipides de laie@mansuivante. Une premiere
extraction selon la méthode de Folch et coll. (3986@ chloroforme : méthanol (v/v, 3/2), a
éte réalisée, le surnageant a été seché par étiapasaus azote. Le surnageant séché a étée
repris en chloroforme : méthanol (v/v, 2/1), puigechromatographie en couche mince a été
réalisée (plaque HPTLC, Merck). Le matériel a étdéeement repris et solubilisé pendant
une nuit par sonication en chloroforme : méthandl,(3/2), avec 5% d'bD. Les

glycolipides ont été visualisés par coloration ak@cinol (Sigma).

L’analyse des glycosphingolipides neutres puritégté faite par spectrométrie de
masse et a permis de caractériser les lipidesue®s et la base issus de la purification des
échantillons.

L’échantillon de glycolipides pour I'analyse a suimie méthanolyse dans un meélange
méthanol, HCI 0,5 M, pendant 18 heures a 80°C. Pa@de gras est extrait avec de
I'heptane. La fraction méthanolique du glycolipiglst traitée avec du carbonate d’argent, et
de l'acide acétique anhydre pendant une nuit. Lasphméthanolique est ensuite évaporée
sous azote. Cette fraction est traitée a la pyeibis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide

(Sigma) pendant 1 h a température ambiante, pahwdroxylation des hydroxyles libres.

b- Purification des glycolipides deT. b. brucei, T. b. gambiense et T. b.
rhodesiense.

Nous avons utilisé une colonne de silice (silice6fe Merck) traitée d’abord avec du
méthanol, puis par un mélange chloroforme : métharig et rincée plusieurs fois avec du
chloroforme. Le culot de glycolipides précédemmebtenu a été séché sous azote, repris
dans du chloroforme a 2 % de méthanol, puis déposé colonne. L’élution a été réalisée
d’abord avec du chloroforme pur puis avec du ctitoroe a 2 % de méthanol. Différentes
fractions ont été ainsi obtenues. La pureté dempiates a été vérifiée par migration sur une
plaque de silice (VWR, USA).
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6- Détection de la glucosylcéramide synthase par munofluorescence indirecte

Apres centrifugation des trypanosomes de cultliré(bruceiAnTat 1.9), nous avons
remis le culot en suspension dans du PBS et réddisétalements sur lames de verre. Les
parasites sont fixés avec du paraformaldéhyde 486 da PBS pendant 30 min. Apres
saturation avec du sérum d’agneau 10% dans du RB®1td30 min, les lames sont mises a
incuber une heure a température ambiante avec snadtcorps anti-glucosylcéramide
synthase de lapin (1/100), gracieusement mis & miposition par le Dr D. MARKS (Mayo
Clinic And Foundation, Rochester, MN, USA). Apréslavage en PBS, des anti-lg de lapin
couplés a un fluorochrome (Alexa fluor, Moleculaiolfs, PoortGebouw, Pays Bas) sont
ajoutés durant 30 min, dilué dans du sérum d’agredQ %. Apres un lavage en PBS les
lames sont séchées et lues au microscope a flemas¢Carl Zeiss S.A.S., LSM 510, Jena,
Allemagne ; ou Leika DMRX, Reuil-Malmaison, Frahce

Des témoins négatifs sont réalisés de la méme fagais sans étre incubés avec
I'anticorps primaire, ceci afin de déterminer lasafions non spécifiques des anticorps

conjugueés.

Des contbles isotypiques ont été réalisés en imtules anticorps anti-lIg irrelevantes

de lapin (Dako) identiques a ceux de I'anticorpmpire.

7- Dosage de If-glucosidase dans les trypanosomes

Cette réaction a été décrite pour la premieregarsWenger et al. (1978). Nous avons
réalisé une gamme étalon a partir du 4 méthylunibelhe a différentes concentrations (0O,
0,25, 0,50, 0,80 et 1 ng/mL) dans une solution Wead de glycine-carbonate (0,2 M, pH
10,5).

Le dosage en lui-méme consistait a traiter 25 eju§0de trypanosomes avec du
taurocholate de sodium (0,5 M) et du Triton X-1@hsl un mélange chloroforme méthanol
2:1 (v/v) et du 4 méthylumbelliferorfeD glucoside (5 mM) pendant 1 heure a 37°C et sous
agitation. La réaction a été bloquée dans un baiglace et la lecture de la fluorescence a été
faite avec une excitation a 365 nm et une émissiod48 nm (FLx800 Microplate

Fluorescence Reader, San Francisco, CA, USA).
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8- Testsin vitro des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase

Nous avons testé différentes molécules inhibitraee$a glucosylcéramide synthdse
vitro avant d'effectuer des tesis vivo. Ces molécules inhibitrices sont le kétoconazole
(Sigma), le vérapamil (Sigma), la mifépristone (8&) et la ciclosporine (Sandimmun®,

Novartis, Rueil-Malmaison, France).

Pour chaque molécule, dans 32 puits d'une plagu@bdeuits, 100 pL de milieu de
Baltz modifié et supplémenté, ont été utilisés. tQaitrolitres de chaque solution ont été
ajoutés au premier puits et une série de 10 dilatiae raison 2 a été réalisée. Les 100 pL en
exces du dernier puits ont été jetés. Deux puitdgréles ont été utilisés uniquement avec le
solvant utilisé pour la dilution des molécules bitrices (eau stérile pour la mifépristone ou
bien DMSO pour les autres molécules testées) etsenti de contrble de croissance des
parasites (Tableau 6).

Molécules inhibitrices| solvant Dilutions testées (ug/mL)
Kétoconazole DMSO | 1500] 750{375/200|100|50 |25 | 12,56 |3 |1,5
Vérapamil DMSO 400 | 20010050 | 25 | 12,56,25|3 |1,5/1,25|1
Mifépristone H.O | 800 | 40020010050 |25 | 12,56,25|3 (1,5 |1
Cyclopsorine DMSO | 1500/ 750{375/200|100|50 |25 | 12,56 |3 |1,5

Tableau 7 : Solvant de chague molécule testée élutions employées pour la

détermination de I'IC50

Ensuite, 100 uL de milieu contenant' t@panosomes ont été ajoutés & chaque puits.
Chaque plaque a été mise a incuber a 37°C pen8amteh atmosphere humide sous 5% de
CQO,. Puis les trypanosomes ont été comptés dans chadjte a l'aide d’'une cellule de
Malassez. Le nombre de parasites par pL a été@palur chaque puits contenant la solution
de molécule inhibitrice et a été soustrait au n@mle parasite compté dans les puits
contréles. Le pourcentage d’inhibition a ainsi e &valué de la facon suivante :

[(Nbre de tryp contréles — Nbre de tryp moléculestées) / Nbre de tryp contréles] X 100

Chaque expérimentation a été réalisée trois fol€ B0 a été déterminée grace au

logiciel Graphpad PrismGfaphPad Software, San Diego, US&) grace a la représentation
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suivante :

% d’inhibition =f (concentration en molécule s}t

9- Infection des souris

Les cryostabilats conservés dans I'azote liquidd26°C et contenant les souchies
b. gambiensd/BA et T. b. bruceiAnTat 1.9 ont été décongelés rapidement au baneraa
37°C. La mobilité des trypanosomes a été vérifide observation microscopique. Les
parasites ont été dilués dans du milieu essentigimam (MEM) avec des sels d’'Earles,
complémenté ou milieu de Baltz comme décrit précgdent. Les souris ont été infectées par
injection intra-péritonéale de milieu contenant iemv 10 trypanosomes par inoculum. La
parasitémie a ensuite été vérifiee tous les deussjpar prélevement de sang au bout de la
gueue et observation microscopique. Deux sourigténinfectées pour un premier passage de
la souche. Aprés obtention d’'une parasitémie, hg shune souris a été prélevé et dilué dans
du MEM dans le but d’infecter deux autres sourigrpan deuxieme passage. Le décés des

premieres souris infectées a permis de s’assurer plthogénicité de la souche.

a- Testsin vivo des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase

Nous avons infecté des souris par injection ingetpnéale de IDtrypanosomes
obtenus a partir du sang d’'une souris préalablenmdettée par T. b. bruceiAnTat 1.9
comme décrit précédemment. Vingt quatre heuressapféction des lots de 6 souris ont été
traitées avec une molécule inhibitrice, un lot ®8eu que I'excipient et a servi de contrdle. La
parasitémie a été mesurée tous les jours par préEmt de sang au niveau de la queue de

I'animal.

b- Immunisation de souris

Nous avons veérifié l'effet protecteur des anticorpati-glucosylcéramides en
immunisant des souris avec I'antigene, le glucasgmide et le galactocérébroside a titre de
comparaison, en les infectant ensuite avec desefoisanguines dé. b. bruceiAnTat 1.9

(10* trypanosomes/souris).

- Préparation des liposomes
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Compte tenu la structure lipidique du glucosylcédannous avons du immuniser les
souris a l'aide de liposomes.

Vingt huit milligrammes de cholestérol (Sigma), ddn% d’éthanol, ont été mélangés
avec 2,2 mL d’eau distillée sous une forte agitatet 0,4 mL de glucosylcéramides (mélange
de type 1 et 2 a 1 mg/mL d’éthanol) ont ensuite ajautés aux liposomes formés par
agitation au vortex. Aprés addition de 6,2 mL d&CNa 0,15 M, les liposomes ont été laissés
a température ambiante durant 30 min, puis ceg#ga 500 g durant 30 min, le surnageant a
été retiré puis les liposomes ont été immédiatenmgettés aux animaux par voie intra

péritonéale.

- Protocole d'immunisation et suivi

Pour chaque essai, 5 souris Swiss femelles agéé&s a® semaines ont recu une
premiére injection avec la suspension d’antigefep§, diluée au demi dans de l'adjuvant
complet de Freund (Sigma), les injections suivardtnt réalisées avec de I'adjuvant
incomplet de Freund (Sigma) dans les mémes propsttiAu total 4 injections espacées de
15 jours, intra péritonéales, ont été réaliseeanEene nombre de souris contrbles recevaient

les mémes suspensions sans antigenes.

Les classes d'anticorps spécifiques (IgG ou IgM) ensuite été déterminées par
ELISA. Vint nano-grammes de glucosylcéramide (Sigp® puits (dans 50 uL de méthanol,
éthanol ; v/v) ont été incubés + 37°C jusqu'a évafion des solvants. Les plaques sont
ensuite saturées en PBS-BSA (Bovine Sérum Albungfe)200 pL/puits) a 37°C pendant 1
heure. Apres un lavage en PBS, 100uL/puits de séerusouris dilués en PBS-BSA 3% sont
ajoutés durant 1 nuit a +4°C. Apres 6 lavages e8-8B5%- Tween 20, des anticorps anti-
IgG de souris ou anti-lgM de souris horse radigioxidase (Dako, Glostrup, Danemark) sont
ajoutés durant 1 heure a 37°C (100uL/puits diluten1:2000 en PBS). Aprés 6 derniers
lavages, la solution de révélation est ajoutéen@Rhényléne Diamine, 0,6 mg/mL, dans du
tampon citrate, en présence dgoh#30%; 100 uL). Une réaction colorée se développe et est
stoppée par l'addition de 8O, 8N (30uL). La DO (Densité Optique) est lue a 492. n

Chaque échantillon est analysé en duplicate.
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c- Infection des souris et suivi.

Apres avoir veérifié la synthese des anticorps gmoedants (10 a 15 jours apres la
derniére injection), les souris immunisées et tegis contrbéles ont été infectées par la forme
sanguine dd. b. bruceiAnTat 1.9 par injection intra-péritonéale de' parasites (dilués en
PBS).

La parasitémie a été ensuite suivie tous les jenrnsrélevant au bout de la queue de la

souris une goutte de sang examinée au microscope.

10- Analyses statistiques

Pour les études cytométriques et le dosage desobfides, nous avons comparé les
résultats en fonction des stades de la maladidgstastade intermédiaire et stade 2) ou par
rapport aux résultats obtenus pour la populatioiréte. Pour cela, un test de Mann-Withney
a été utilisé pour chacun des sous-types lymphwegtat a été considéré comme significatif
pour p < 0,05.

Un test de Spearmann a été réalisé pour compauer \ggiables gquantitatives pour
confirmer les résultats qui ont alors été consgléignificatifs si ce test apportait a nouveau
un p < 0,05. Toutes les analyses ont été réal&sd&agle du logiciel StatView (SAS Institute
INC, USA).

Pour le test Dot Blot et ELISA, la sensibilité gésificité des tests ont été évaluées a
I'aide du logiciel Epilnfo 6.8 (CDC, Atlanta, USA).
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RESULTATS

1- Analyse lymphocytaire dans le sang et le LCR dgmtients atteints de THA

a- Protocole

La méthode de cytométrie en flux a été initiée othexz patients atteints de THA, lors
des travaux de thése du Dr BODA (2005). Lors dé&c&tude préalable la faisabilité a été
validée sur le terrain. Ce travail a également jediobserver les variations intéressantes qui

se produisent dans les sous-types lymphocytairsslg et du LCR au cours de la maladie.

De la méme facgon, des patients des différentegppations auxquelles nous avons
participé ont été inclus dans l'étude et classésstade selon les criteres précédemment
décrits. Ainsi, nous avons pu disposer du sangdeadtients et de 13 contréles gabonais.
Pour I'étude sur les cellules du LCR 8 patientstate 1, 8 patients en stade intermédiaire,
13 patients en stade 2 et 4 patients contrdlesngébant été retenus. Les analyses ont été
réalisées au Centre de Recherche Médicale de Mill@ce I'aide d’'un cytométre en flux
(FacsCalibur, BD, France).

Etant donné qu’aucun typage lymphocytaire n’avidgitedfectué précédemment dans la
THA, nous avons choisi des marqueurs qui représers principales populations de
lymphocytes : les lymphocytes B (CD19), les lympftes T (CD3) et leurs sous-types (CD4,
CDS8), les marqueurs d’activation (CD25) et les Ni€liules Natural Killer, CD56) afin de

suivre leurs variations au cours de l'infection.

Ces marquages ont été réalisés d'une part sur @ tontenant trés peu de
lymphocytes (1 cellule/uL) et d’autre part dans desditions de travail et de conservation

sur le terrain en Afrique, qui sont trés éloigndeselles dont on dispose dans un laboratoire.
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b- Population étudiée

Notre étude cytométrique a été réalisée sur unelatpn de 33 patients (1 gabonais
et 32 angolais) atteints de THA. Nous avons retlw patients qui présentaient des
trypanosomes dans le sang ou dans la ponctionigangire et sans autre co-infections. Ces
patients ont été dépistés lors de campagne dequtisp en Angola (Bengo, novembre 2002 ;
Zala, juin 2004) et au Gabon (Coco Beach, mai 2@0d4bien en dépistage passif a I'hopital
de Viana (Angola).

Vingt sept contréles (19 gabonais et 8 angolais$nguprésentaient aucune infection,

ont été retenus pour cette étude.

c- Analyse du profil lymphocytaire dans le sang
Au cours de I'étude cytométrique, nous avons ratieedes différents sous types

lymphocytaires exprimés. Le typage lymphocytairentreune grande variation des résultats

a la fois chez les patients mais également chezolasoles.

Le taux de lymphocytes totaux ne présente pas ffi€atice significative entre le
groupe des patients (4392,7 + 1190,7 lymphocytes#ile groupe contrble (4315,3 + 1858,6
lymphocytes/uL). La distribution des sous types pgiwocytaires chez les patients et les

contrdles est présentée dans le tableau suivant :
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Contréles (n = 27) Patients (n = 33)

Marqueurs Valeurs absolues Valeurs absolues
lymphocytaires 9% de cellules (Cellules/yL) % de cellules (cellules/pL)
CD3 70,64 + 10,33 3150 + 276 63,85+11,23 2816 +198
CD4 36,95 + 11,25 1581 + 136 34,26 + 10,03 1487 +118
CDs8 23,49 +11,85 912 + 87 23,52 +17,19 954 + 117
NK 14,44 + 7,74 631 + 87 8,80+ 5,63 373 +52
NK-T 8,55 + 4,69 391 +£53 422+ 3,47 183 + 32
CD19 6,57 + 3,09 332 + 45 16,42 + 7,37 742 + 73

Tableau 8 : Répatrtition des types et sous types lyhocytaires dans le sang chez un

groupe de patients (n = 33) atteints de THA et cham groupe contrdle (n = 27).

Nous avons constaté une différence significativeedrs valeurs des cellules trouvées
chez les patients et les controles pour les lymytlescT CD3, les lymphocytes B CD1%t
pour les cellules NK (p < 0,05). Les valeurs depynocytes T CD3diminuent dans le sang
des patients alors que les valeurs de lymphocyt@sginentent. En revanche, les proportions
des sous populations de lymphocytes T CB# CD8 sont similaires chez le groupe des

controles et les groupes des patients (TableaurRjete 17).
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Figure 17: Représentation du taux de lymphocytes BCD 19) et T (CD 3 et sous types
CD 4 et CD 8) et des NK dans le sang de 33 patiettgpanosomés (en bleu) par rapport

a 27 patients contréles africains (en blanc).

Sur la population des lymphocytes T nous avonsuiaét étude de I'état d’activation

des sous types lymphocytaires par la présence dbCBu CD14 et du CD69.

Pour des raisons pratiques, parmi les 27 contrides avons retenu dans la suite de

I'étude 13 personnes et chez les patients noussaebenu 17 patients sur les 33 de départ.

Entre le groupe contrdle et le groupe des patiams, différence significative est
observée pour les taux de CDLD25 (p < 0,05). On constate une diminution de

I'expression de CD25 sur les CD4les patients par rapport aux controles. En revgnch
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aucune modification de I'état d’activation des CD& été observée chez les patients (pas de
modification de I'expression du CD25). De mémexpreession des marqueurs CD14 et CD69
sur les lymphocytes T CD8va pas présenté de différence significative elgsepatients et
les controles. Dans les deux groupes, les valestrouvées pour ces sous populations
(CD8'CD14’, CD8'CD69) sont inférieures a 1,3% et ont été considéréesinmm
négligeables par rapport aux autres populationplhguoytaires (Figure 18).
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Figure 18 : Etat d’activation des lymphocytes T (meguage CD25, CD14 et CD69) entre
un groupe contrdle (n =13, en blanc) et un groupeedpatients atteints par la THA (n =
17, en bleu).
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Une différence significative est a noter entredestroles et les patients pour CD4
CD25 (p = 0,0008). Aucune différence n'a été notée eed)s deux groupes pour le
CD8'CD25'.

Concernant le taux de cellules T naives et mémoaiesstaux de cellules T CD4t
CDS8" naives (CD45RA ne présentent pas de différence significativeeeldt groupe des
contrbles et le groupe des patients. Néanmoins daircpntage de lymphocytes
CD4'CD45RA’ et de CD8CD45RA" exprimant le marqueur CD62Lest plus important que
le nombre de contrdles. En revanche, le taux dwilesl T CD4 naives (CD45RA
exprimant le CD62L (1037,4 + 528,4 cellules/mimet 1474,3 + 823,7 cellules/nim
respectivement valeur absolu dans le groupe deisobes et le groupe des patients) et les
CD4" mémoires (CD45RA 1341,0 + 597,5 cellules/miret 1909,9 + 948,4 cellules/mim
respectivement dans le groupe des contréle etdapgr des patients) ne présente pas de

différences significatives entre les deux groudebleau 8).

Cellules-T (%)

Cellules-T (cellules/uL)

Contrbles Patients Contrbles Patients
CD4'CD45RA} 12,9+6,9 10,3+5,6 739,8 +429,9 416,8 +,099
CD4"CD45RA'CD62L" .
de CDACDASRA" 19,9+9,0 30,1+12,8 1037,4 +528,4  1474,3 +,823
CD8'CD45RA" 48,3+21,1 41,9+ 15,6 2743,6 + 1388,6 1842,5%85
CD8'CD45RA'CD62L" .
de CDE CDASRA" 12,2 +11,6 23,3+12,3 667,6 £ 633,7 1072,848@8
CD8'CD45RA CD62L"
de CDE CDASRA* 152 +12,3 21,2+11,2 848,3 + 669,1 088,®%,8
CDA'CDASRACD62L" 5, 5, 155 42,8+ 157 1341.0+5975 1909.0 8.84

de CD4CD45RA"

Tableau 9 : Différences entre les types et sous g@lymphocytaires T CD4 et CD8

mémoires et naifs dans le sang chez dans un grougmntréle (n = 13) et un groupe de

patients (n = 17) atteints par la THA.

(Les différences significatives avec le groupe ddatsont notées * quand p < 0,05

par le test Mann-Whitney).
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Puis nous avons recherché les sous populationgmg#hbcytes B et plus précisément

I'expression des marqueurs CD5 et CD95 a leur serfaes lymphocytes B exprimant le

CD5 sont connus pour produire des auto-anticormrt participer aux phénomenes auto-

immuns. Le CD95 marque une voie d’activation quiwth souvent a I'apoptose de la cellule.

Une différence significative est observée entrepkasents et les contréles pour le CD95 qui

est plus fortement exprimé sur les lymphocytes 8igients alors que les taux de cellules B

CD5' sont identiques dans les deux groupes (Figure 19).
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Figure 19 : Etat d’activation des lymphocytes B pate CD5 et CD19, entre un groupe

contréle (n =13, en blanc) et un groupe de patientsteints par la THA (n = 17, en bleu).
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Nous avons également recherché I'état d’activadies lymphocytes B par la présence
des antigenes de surface HLA-DR et CD69 (TableguAfin d’effectuer une comparaison
avec l'activation des lymphocytes T précédemmemtiée, nous avons regroupé I'ensemble
des valeurs obtenues pour les lymphocytes B etn§ tatableau 10. Le groupe des patients
présente un taux de cellules B CDltivées (CDIHLA-DR™, CD19HLA-DR*CD69)
plus important que le taux observé chez le groupe abntrbles. Ainsi, on observe une
différence dans l'état d’activation des lymphocytset T sanguins avec une activation
préférentielle des cellules B et une diminution’detivation des cellules T chez les patients

par rapport aux controles.

Cellules T et B (%) Cellules T et B (cellules/pL)
Contréles Patients Contréles Patients
CD4'HLA DR” 23,0+4,2 26,9+5,0 1281,7 + 261,1233,1 + 480,5
CD4'CD25" 1,3+1,0 0,3+0,2* 38,5+ 23,6 13,2+9,2
CD8'HLA-DR ™ 455+ 14,8 459+ 12,6 2527,7 £791,3062,5 + 862,7
CD8'CD69" 1,2+0,5 1,0+04 61,4 +22,8 37,8 +£10,0
CD8'CD14" 0,5+0,2 0,7+£0,5 27,1+111 21,3+8,9
CD19'HLA-DR "CD69" 24+15 2,3+3,0* 137,6 £ 84,5 53,8 £ 46,2
CD19'HLA-DR ™ 8,7+2,3 17,2 £ 5,6* 482,7 +£138,4822,5 + 341,8
CD19'CD95" 48+1,8 11,3 + 3,8* 268,9 £ 108,1542,1 + 268,2

Tableau 10 : Différences d’activation des lymphocys T CD4, CD8' et des lymphocytes
B (CD19") sanguins entre un groupe contrle ( n = 13) et gupe de patients (n = 17)
atteints pas la THA.

(Les différences significatives avec le groupe ddatsont notées * quand p < 0.05

par le test Mann-Whitney).
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Nous avons ensuite étudié la population de celln&aral killer (NK) mais aussi la
sous population de lymphocytes NK-T. Ces deux tygmhilaires sont impliqués dans de
nombreux phénomeénes de défense immunitaire inrgendtlent jouer un réle important dans

la maladie de Chagas.

Le groupe des patients présente des taux de NKeE (CDSCD16" et CD8CD16)
plus faibles que les taux observés chez le grogsecdntrdles. En revanche, les NK-T ne
semblent pas particulierement plus activés chepdéents, chez lesquels on observe un taux
de CD8CD16' CD69" similaire & celui du taux des contréles (Tabledu 1

Cellules NK et NK-T (%) Cellules NK et NK-T (cellules/uL)

Contrbles Patients Controles Patients
CD8CD16" 14,4 +6,1 8,8 +4,3* 631,9 + 372,7 373,5+195,4
CD8'CD16" 8,6 +3,6 4,2 +3,0% 391,0+217,1 241,1 +194,6
CD8'CD16'CD69" 29+1,2 3,8+27 1655+ 77,7 136,0 + 75,9

Tableau 11 : Différences entre les cellules NK, legllules NK-T et les NK-T activés chez
des contrbles(n = 13) et chez des patients (n = Bifeints par la THA.

(Les différences significatives avec le groupetgma sont notées * quand p < 0.05

par le test Mann-Whitney).
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En ce qui concerne le taux de cellules T Cp& effecteurs (CDED45RACD62L),
on observe des valeurs similaires dans le sangalents et celui du groupe des contréles.
En revanche, le taux de lymphocytes T effecteurdD8{CD45RA'CD62L) est
significativement diminué chez les patients pampoap au taux observé chez les contrbles
(Tableau 12).

Cellules-T (%) Cellules-T (cellules/uL)
Contrbles Patients Contréles Patients
CD8'CD45RA'CD62L" 87,8+ 11,6 76,7 +12,4* 4937,4 +1186,7 3552,8344,1*
CD8'CD45RACD62L" 84,8+12/4 78,7+11,1 47545 +1089,4 3638,1 1@

Tableau 12 : Différences entre les effecteurs T CD&lans le sang d’un groupe contréle
(n = 13) et d'un groupe de patients (n = 17) atteia de THA.

(Les différences significatives avec le groupet@a sont notées * quand p < 0.05
par le test Mann-Whitney).

162



d- Analyse du profil lymphocytaire dans le LCR

L’analyse du profil lymphocytaire dans le LCR destignts a été comparée ici en

fonction des 3 stades de la maladie : stade 1,(Stdde intermédiare (S-int) et stade 2 (S-2).
Dans cette étude nous avons pu analysé 4 LCR detamnet 25 LCR de patients.

Statistiguement des différences ont été trouvées [@s marqueurs CD8 et CD19
entre le stade 2 de la THA et entre tous les asteges de la maladie mais également avec la
population contréle. On constate qu’'au cours deoligtion de la maladie le taux de CD19
augmente dans le LCR des patients alors que ledauxCD8 diminue de facon trés nette
(Tableau 13 et Figure 20).

CellulesBetT (%)

Contréles (n = 4) S-1(n=8) S-int (n = 4) S-2 (13)
CD3" 15+6,9 27,9 £ 20,3* 53,8 +£ 19,6* 40,6 £ 18,9
CD19" 0,7+0,5 4+5 5,9 + 5,8* 41,1+ 233

Tableau 13 : Pourcentage des types lymphocytairesuds le LCR d’un groupe de
contréles (n = 4) et d’'un groupe de patients attets de THA (n = 25 patients).

(Les différences significatives avec le groupe diatsont notées * quand p < 0,05
par le test Mann-Whitney ; Les différences siguifices avec le groupe S-1 sont notées o
quand p < 0,05 par le test Mann-Whitney ; Les défifi€es significatives avec le groupe S-int

sont notées quand p < 0,05 par le test Mann-Whitney)
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Figure 20: Représentation du taux de lymphocytes Bt T dans le LCR de 8 patients en
stade 1 (blanc), 4 patients en stade intermédiaif®leu), 13 patients en stade 2 (rouge) et

4 patients contréles (vert).
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2- Analyse des chémokines et d’'IL{fL au cours de la THA

(Ces travaux font I'objet d’un manuscrit, annexesB8umis a Journal of infectious
diseasesCourtioux B, Boda C, Vatunga G, Pervieux L, Josenando T, MendlEyi P,
Bouteille B, Jauberteau-Marchan MO, Bisser S. Chengo pattern in relation to disease

stage in human African trypanosomiasis).

a- Population d’étude

Le dosage de chémokines a été realisé sur une giimpulde 57 patients provenant
d’Angola et du Gabon lors de prospections réalige2003 et 2004. L’age moyen de la
population était de 32 ans (de 12 a 61 ans). Vpagtents ont été classés en stade 1
(cytorachie< 5 cellules/uL de LCR), 18 en stade intermédiaiggafachie comprise entre 6 et
19 cellules/uL de LCR) et 19 patients en stade y2ofachie> 20 cellules/uL de LCR)
(Tableau 14).

Lors de ces prospections 4 patients ne présentienne pathologie aprés examen du
sang et du LCR et ont été considérés comme contr@élge moyen des contrdles était de 37
ans (de 12 a 61 ans).

Contrbles S-1 S-int S-2

Stade (n — 4) (n = 20) (n = 18) (n = 19)

Cytorachie (cellules/ul) 1,75+0,5 2,60+1,59 10,07 +3,77 400,57 + 375,18

Nombres moyen de

trypanosome/pL de LCR 0 2 9

Tableau 14 : Cytorachie et nombre moyen de trypanasnes dans le LCR des contrdles
et de patients en fonction du stade de la maladie.
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b- Détection des chémokines d’IL-8, MCP-1, MIP-& et RANTES et de IL-18
chez les patients

Tous stades confondus, MIRR-2t RANTES ont pu étre détectées dans tous lesiséru
des patients. En revanche, IL-8 n’a pu étre dé&egtee chez un patient (1,92%). MCP-1 et
IL-1B se sont révélés indétectables dans le sang dea@nfs (39,21%) et 23 patients
(44,23%) respectivement.

Tous stades confondus, dans les LCR, MCP-1, MIPRANTES et IL-B n'ont pas
été détectés respectivement chez 20 patients (3217patient (1,63%), 12 patients (19,6%)
et 12 patients (19,6%). Seule IL-8 a été détecads tbus les LCR des patients.

c- Taux d’IL-1 g, MCP-1, MIP-1a, IL-8 et RANTES dans les sérums des patients

Les résultats de ces chémokines et cytokines ssnnrés dans le tableau 15 suivant.
Dans les sérums des patients, les taux diLMCP-1, MIP-1. et IL-8 ne présentaient pas de

différences significatives quel que soit le staddadmaladie.

Le taux de RANTES diminue de facon significativere les contrOles et les patients

en stade intermédiaire (p = 0,0195) et entre lesrdles et les patients en stade 2 (p = 0,035).

d- Taux d’'IL-1 g, MCP-1, MIP-1a, IL-8 et RANTES dans les LCR des patients

Les résultats de ces chémokines et cytokines ésntrés dans le tableau 15 suivant. La
comparaison des concentrations en chémokines dy p&Rapport aux sérums, des patients

et des controles présente plus de différencesfsigtives.

Le taux de chémokines chez les patients en stadt domparable a celui des patients

en stade intermédiaire.

Le taux de RANTES dans le LCR des patients ne raquas de différence significative
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guel que soit le groupe. Ce taux reste stable arsaes différents stades de la maladie.

En revanche les taux de MCP-1, IL-8, MIR-Et IL-13 augmentent de fagon
significative entre les patients en stade 1 epdgents en stade 2 (respectivement p = 0,013,
p < 0,0001, p = 0,0004 et p = 0,0438).

D’autre part les taux de MCP-1 et MlR-&taient significativement plus élevés entre les
patients en stade intermédiaire et les patientstade 2 (p = 0,0167 et p = 0,0005) alors que
ces taux étaient comparables entre les contrédsspatients en stade 1 et ceux en stade

intermédiaire.

Enfin, entre les contrbles et les patients en s@adkes taux de MCP-1 et MIRx1
augmentent de facon significative (p = 0,0167 @005) (Figure 21).
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MCP-1 IL-8 MIP-1a RANTES IL-1B

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Sérums LCR Sérums LCR  Sérums LCR Sérums LCR Sérums LCR

Stade 1 445 1857 550 12 278 0,11 105688 0 2,60 0,32
(n=20) (0-5059) (1139-2513) (0-2012) (0-173) (0-1132) (0-2,12) (57-211550) (0,41-8,20) (0,01-0,78)

Szrt]afelg;t 82 2102 450 25 248 013 65335 0 1,23 0,32
= (0-371) (1519-2949) (0-1660) (0-198) (0-1704) (0-2,41) (74-185300) (0,31-2,40)  (0-1,07)

(Sif]t"idfg% 26 3187 176 170 206 34,08 74198 5,04 0,95 1,28
= (0-149) (701-4565) (0-993) (0-351) (0-1226) (0-187,41)  (0-209050)  (0-95,82) (0,70-2,09) (0-9,52)

C?n“t_mi;*s 28 1974 37 0 62 0 166675 75 1,03 0,23
= (0-115) (701-4565) (0-118) (7-178) (128300-188425) (0-300) (0,42-1,43) (0,21-0,25)

Tableau 15 : Taux de MCP-1, IL-8, MIP-la, RANTES et IL-1p dans le sérum et LCR de patients en fonction duate de la THA, et chez
4 patients controles.
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Figure 21 : Taux de chémokines dans le sérum (A) ECR (B) en fonction du stade de la

maladie.
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En blanc figure les contrdles, en bleu les stades fouge les stades intermédiaires et
en vert les stades 2. stade 1 (bleu), stade intkaing (rouge), stade 2 (vert) et groupe

contrdle (blanc). Les valeurs sont exprimées empgA-Dans le sérum, B-Dans le LCR.

* différence significative entre les contréles e S différence significative entre les
contréles et S-int, T différence significative en8-1 et S-2, 1 différence significative entre S-
int et S-2.

e- Corrélation entre le taux de chémokines et la g@sence du parasite dans le LCR

En fonction de la présence ou non du parasitegl@rsa recherche a été effectuée,
nous avons cherché si le taux de chémokines ddrSRedes patients était modifié. Ainsi le
taux d’IL-8 est augmenté dans le LCR des patienipresentent des parasites (p = 0,0034).
Il en est de méme pour la cytokine IB-{p = 0,0003). Nous ne notons pas de corrélation
entre les taux de MCP-1, MIRtIRANTES et la présence du parasite dans le LCBu(Ei
22).
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Figure 22 : Comparaison du taux de chemokines, MGCR, IL-8, MIP-1a, RANTES, IL-

1p chez les patients en stade 2, en fonction de laggence (rouge) ou non (bleu) du

trypanosome dans le LCR.

172



En blanc figure le taux de chemokines chez leeptipour qui le parasite n'a pu étre

recherché. Les valeurs sont exprimées en pg/mL.

f- Etude de la corrélation des chémokines dans lamsg et le LCR des patients

Les résultats des corrélations pour chaque chemo&inentre chaque stade de la

maladie sont présentés dans les tableaux suivants.

- Dans le sérum (Tableau 16) :

Au cours de stade 1, nous observons que le talx8ddorrele de facon significative
avec les taux d’IL-g (r = 0,7, p = 0,02), de MCP-1 (r = 0,68, p = 0,d3¢ plus, le taux de
MCP-1 correle avec le taux de MlR-{r = 0,6, p = 0,04).

En stade intermédiaire le taux d’IL-8 corréle aled¢aux de MIP-& (r = 0,54, p =
0,04).

Au cours du stade 2, aucune corrélation n'est oser
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contrles  IL-1p  IL-8 MCP-1 MIP-la RANTES
IL-1p 1
IL-8 0,95 1
0,09
MCP-1 080 085 1
0,16 0,14
MIP-1a 1 0,95 0,80 1
0,08 0,09 0,16
RANTES 040 025 0 0,40 1
048 0,66 >099 0,48
Stade 1 IL-13  IL-8 MCP-1  MIP-la RANTES
IL-1B 1
IL-8 0,7 1
0,02
MCP-1 0,5 068 1
0,05 0,03
MIP-1a 013 0,34 0,60 1
066 021 0,04
RANTES 020 -036 0,20 -0,45 1
052 019 0,50 0,09
Stadeint IL-1p  IL-8 MCP-1 MIP-1¢ RANTES
IL-1B 1
IL-8 0,35 1
0,42
MCP-1 0,71 0,61 1
0,11 0,13
MIP-la 041 054 058 1
035 004 0,15
RANTES 048 028 0,17 033 1
027 030 066 0,23
Stade 2 IL-13  IL-8  MCP-1 MIP-la RANTES
IL-1p 1
IL-8 0,57 1
0,13
MCP-1 0,38 040 1
0,31 0,25
MIP-la 0,60 043 004 1
0,11 0,06 0,89
RANTES 0,16 -0,32 0,18 0,06 1
0,65 017 060 0,79

Tableau 16 : Corrélation entre les taux de IL-B, IL-8, MCP-1, MIP-1a et RANTES

pour chague groupe (contréles, S-1, S-int, S-2).
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- Dans le LCR (Tableau 17) :
Pour les contrbles le taux de chemokine MéPearrele avec les taux de 4 autres : -1
(r=0,56, p =0,01), IL-8 (r = 0,49, p = 0,01), RAES (r = 0,86, p < 0,0001) et MCP-1 (r =
0,5, p = 0,02). Le taux d'IL-8 corréle avec le talexRANTES (r = 0,49, p = 0,01).

Au cours de stade 1 les corrélations sont idensigueelles retrouvées chez le groupe

des contrbles.

En stade intermédiaire, le taux d’'IL-8 corréle aleetaux d’IL-13 (r = 0,7, p = 0,01) et
le taux de RANTES (r = 0,61, p = 0,01).

Enfin, en stade 2, le taux d’IL-8 corréle avectisx de MCP-1 (r = 0,62, p = 0,04) et
de RANTES (r = 0,47, p = 0,04) et le taux de MliPebrréle avec le taux de ILBXr = 0,81,
p = 0,001) et de MCP-1 (r = 0,66, p = 0,03).
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contrdles  IL-1p  IL-8 MCP-1 MIP-1a RANTES
IL-1p 1
IL-8 007 1
0,73
MCP-1 0,01 024 1
0,94 0,28
MIP-la 0,56 0,49 0,50 1
001 001 0,02
RANTES 040 049 0,36 0,86 1
0,07 0,01 0,10 < 0,0001
Stade 1 IL-18 IL-8 MCP-1 MIP-la RANTES
IL-1p 1
IL-8 007 1
0,73
MCP-1 -0,17 024 1
094 0,28
MIP-la 0556 049 0,50 1
001 001 0,02
RANTES 040 049 0,36 0,86 1
007 001 0,10 < 0,0001
Stadeint IL-1p IL-8 MCP-1 MIP-la.  RANTES
IL-1B 1
IL-8 070 1
0,01
MCP-1 -045 017 1
022 0,05
MIP-la 0,22 047 050 1
044 005 0,13
RANTES 050 0,61 0,50 0,50 1
007 001 0,13 0,13
Stade 2 IL-13  IL-8 MCP-1 MIP-la RANTES
IL-1p 1
IL-8 035 1
0,16
MCP-1 050 062 1
0,15 0,04
MIP-la 081 045 066 1
0,001 054 0,03
RANTES 042 047 050 049 1
0,0 004 011 0,03

Tableau 17 : Corrélation entre les taux de IL-B, IL-8, MCP-1, MIP-1a et RANTES
dans le LCR pour chaque groupe (contréles, S-1, &ti S-2).
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3- Induction de I'apoptosein vitro sur des cellules microgliales et endothéliales par
le LCR de patients atteints de THA

Au cours de notre travail de recherche nous avongibué a la compréhension des

mécanismes apoptotiques induits par le LCR desdealan stade 2.

Girard M, Bisser SCourtioux B, Vermot-Desroches C, Bouteille B, Wijdenes J,
Preud'homme JL, Jauberteau M. vitro induction of microglial and endothelial cell
apoptosis by cerebrospinal fluids from patientshvhiiman African trypanosomiasis. Int J
Parasitol. 2003 ; 33 : 713-720.

Résumé

Au cours de la trypanosomose humaine africainetriggmnosomes se développent
d'abord dans le sang et la lymphe (stade 1), pwsalgssent le systeme nerveux central
(stade 2). La rupture de la barriere hémato-méeingél connue, se produit au cours du
stade 2 de la maladie. L'hypothese que le liquiéleghalo rachidien (LCR) des patients
africains trypanosomés pourraient contenir un (teetur(s) capable d’induire I'apoptose sur
des cellules endothéliales nous a menés a évattieffet par deux méthodes, la méthode
TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labelling) etnteesure des nucléosomes solubles par
ELISA. L'induction de I'apoptose par les LCR a étadiée avec les cellules microgliales et
des macrophages qui participent a la protectiola tarriere hémato-méningée dans la région
périvasculaire. Contrairement aux LCR controle4, @R des patients africains trypanosomés
induit I'apoptose des cellules microgliales et ¢héliales. Les résultats obtenus avec les deux
méthodes corrélent, et ont prouvé que des LCR athes? induisent I'apoptose avec des
cellules microgliales, tandis que le stade de ldadia n’influe pas sur l'induction de
I'apoptose des cellules endothéliales. Nous avasiré le ligand soluble de Fas (sFasL) et le
taux d'anticorps anti-Fas (deux inducteurs potentte la voie de signalisation de Fas
conduisant a I'apoptose) dans le LCR de patienisaafs trypanosomés et de controles. Le
LCR des patients en stade 2 contient plus de sgaslles patients en stade 1, et les anticorps
anti-Fas ont été détectés uniqguement chez lesnpaten stade 2. L'effet inhibiteur de la
caspase-8 et les données statistiques suggéredtaytiees facteurs pro-apoptotiques seraient
impliqués dans les effets apoptotiques de certa@®. L'induction de I'apoptose participerait
a la pathogénie de la trypanosomose africain@ ptdsence de sFasL et d'anti-Fas pourraient

fournir de nouveaux outils pour le diagnostic gbdenostic de la maladie.
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4- Activation des cellules endothéliales en présende trypanosome africain

Au cours de notre travail de thése nous avons ibomiétiau travail portant sur le réle de
certaines molécules parasitaires sur l'activati@s aellules constitutives de la barriére

hémato-méningée.

Girard M, Giraud SCourtioux B, Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B. Endothelial
cell activation in the presence of African trypamoes. Mol Biochem Parasitol. 2005 ; 139 :
41-49.

Résumé

Au cours de la trypanosomose humaine africaine trigganosomesT{ypanosoma
brucei gambienset T. b. rhodesiengeenvahissent le systeme nerveux central (SNC). Les
mécanismes de rupture de la barriere hémato-ménindgmeurent inconnus. Pour
comprendre la relation entre les trypanosomes ®tc@lules endothéliales qui sont les
principales cellules de ces barrieres, nous avaiisv& une lignée humaine de cellules
endothéliale de moelle osseuse (HBMEC) avec et $ais gambiens@our étudier leurs
activations. Comme l'indique la translocation de-képpaB vers le noyau, les cellules ont été
activées en présence des trypanosomes. L'expredssomolécules d'adhérence ICAM-1, E-
sélectine et VCAM-1 sont augmentées dans la cangultes parasites induisent la synthése
de cytokines pro-inflammatoires comme le TMWHIL-6, I'lL-8 et monoxyde d’azote (NO)
par les HBMEC. Des cellules ont été également\@ds en présence des glycoprotéines
variables de surfaces de parasite (VSG) ; une aniginen du TNFe, d’IL-6, d’IL-8, et de
NO a également été observeée. Les VSGs solublegssamt la translocation de NF-kappaB et
I'expression des molécules d'adhérence indiqueteti@gi pourraient probablement étre les
facteurs solubles moléculaires responsables dav#iion des cellules endothéliales. Le
coefficient de perméabilité des HBMEC a augmentgngules cellules ont été cultivées en
présence des trypanosomes, du surnageant de cd#uparasite, ou de VSG. Aindi, b.
gambiensepeut activer les cellules endothéliales vitro, par le relarguage de facteurs
solubles. Les conséquences de l'activation endakhétles cellules par des produits du
parasite peuvent inclure une potentialisation det&tion inflammatoire, le recrutement de
leucocytes, le passage des trypanosomes dans leesMNCdysfonctionnement de la barriere

durant le stade neurologique de la THA.
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5- Tests ELISA et Dot Blot.

Dot-ELISA for a more reliable human African tryp@ooniasis staging

Courtioux B, Bisser S, M'belesso P, Ngoungou E, Girard M, Nanga A,Josenando
T, Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B. Dot enzymkdd immunosorbent assay for more
reliable staging of patients with Human Africangayposomiasis. J Clin Microbiol. 2005 ; 43 :
4789-4795.

Résumé

La trypanosomose humaine africaine ou maladie dunsal est une pathologie
caractérisée par un stade hémo-lymphatique (stadesulvi d'un stade méningo-
encephalitique qui est fatal en I'absence de trat@ spécifique. En outre, en raison de la
toxicité des traitements utilisés en stade 2 (etiquéier le mélarsoprol) le diagnostic de stade
doit étre précis. Les anticorps anti-neurofilam@tf) et anti-galactocérébrosides (GalC) ont
été identifiés dans le LCR comme des marqueurspeke du stade nerveux de la maladie.
Nous avons développé une technique de dot-ELISA @détecter ces anticorps anti-GalC et
anti-NF et étudier leur valeur dans le diagnostcsthde. Les membranes de nitrocellulose
sensibilisées aux NF et aux GalC ont été dévelappéelaboratoire. Ensuite elles ont été
testées sur le terrain en Angola et en Républigemstr@fricaine sur 140 échantillons. Par
rapport a nos critéres de stade. (cytorachie> 20 cellules/pL, concentration en IgM dans le
LCR > 100 mg/L et/ou présence de trypanosomes dans R),LIa détection des deux
anticorps anti-NF et anti-GalC dans le LCR par HbISA montre 83,2% de sensibilité et
100% de spécificité. Le dot ELISA pourrait étrestndtile pour la détermination du stade
nerveux de la THA dans les campagnes de prospentide personnel médical de terrain est

peu équipé.
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6- Résultats de I'analyse de la structure glycolipique du trypanosome

a- Mise en évidence du sucre et de la base

La chromatographie en couche mince nous a permisneigre en évidence un
monohéxosylcéramide et un dihexosylcéramide. Laceatnation du dihéxosylcéramide
semble étre plus importante ch&zb. bruceiAnTat 1.9 que chezT. b.gambiensé&IBA
(Figure 23).

Tha Thg Thg Thb Thh

Figure 23 : Chromatographie en couche mince des giglipides purifiés extraits deT. b.
brucei AnTat 1.9 (Thb) et deT. b. gambiense MBA (Tbg).

MHC : monohéxosylcéramides ; DHC : dihexosylcéramsid

Nous avons ensuite déterminé la masse et la cotigpposies échantillons de
glycolipides respectivement par spectrométrie deseat par chromatographie gazeuse. La
masse des échantillons a cette étape a été dééermira donné pour chaque échantilldn :

b. gambiense 687 m/z,T. b. rhodesiense659 m/z,T. b. brucei. 687 m/z, et pour le contréle
gue nous avons utilisk. cruzi: 778 m/z. Ces masses moléculaires ne correspbpdsra la

masse moléculaire classique d’'un sucre et de sadtasous pouvons en conclure que les
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échantillons n’étaient pas purs et gu’ils

phospholipides (Figure 24).
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Figure 24: Résultats de la spectrométrie de massé&dhantillons deT. b. b. AnTat 1.9
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A ce stade nous pouvions conclure que le lipideonitajre était un acide myristique,
la base glycolipidique semblait &tre une sphingosinque les deux sucres majoritaires étaient
du glucose et du galactose.

b- Marquage par immunofluorescence indirecte de lglucosylcéramide synthase

Nous avons utilisé deux types d’anticorps anti-giyécéramide synthase :

- GCS 1.2, qui reconnait la partie carboxy-termgndé la glucosylcéramide

synthase humaine.

- GCS 5.2, qui reconnait la partie N-terminale alglucosylcéramide synthase

humaine.

Pour tester ces anticorps slr b. bruceiAnTat 1.9, nous avons procédé a deux
traitements, avec et sans perméabilisation au meétiggacial de la membrane du parasite. Le
marquage que nous avons obtenu est plus intensguria membrane du parasite a été
perméabilisée avec du méthanol glacial. L’anticappisreconnait le mieux les constituants de
la membrane est GCS 5.2 (Figure 25, (Grossissepagmhicroscopie confocale X 400).
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Membrane du parasite Membrane du parasite non perméabilisée

Anticorps
anti-GCS 5.2

Anticorps
anti-GCS 1.

Contréles conjugés

Figure 25 : Immunofluorescence indirecte sufl. b. brucel AnTat 1.9 avec des anticorps
anti-glucosylcéramide synthase (GCS 5.2) révélésrpdes anticorps anti Ig de lapin

marqués FITC.
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Lorsque nous observons a plus fort grossissememtalguage, nous constatons que
certaines zones du parasite sont plus marquées diudres. Ce marquage semble

correspondre aux crétes mitochondriales du trypamegFigure 26).

Figure 26 : Immunofluorescence indirecte suifl. b. brucel AnTat 1.9 avec I'anticorps

anti-glucosylcéramide synthase (GCS 5.2) révélésmpades anticorps anti Ig de lapin.

(Grossissement par microscopie confocale X 600).

c- Dosage de I'activité de la glucosylcéramide syrdse

Nous avons réalisé le dosage de l'activité gluassg@mide synthase grace a un
produit émettant une fluorescence lorsqu’il n’ess pouplé a une molécule de glucose. Ainsi
le 4-méthylumbelliferylB-D-glucoside lorsqu’il est métabolisé par la gludogramide
synthase donne le 4 méthylumbelliferone. Ce derxeité a 365 nm émet une fluorescence a

448 nm.
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Ainsi lors des différents dosages nous avons obtespectivement 1,25 ; 2,30 et 0,95
nmol de glucosylcéramide / heure / mg de trypan@s®mb. bruceiAnTat 1.9. Soit une

moyenne de 1,50 nmol de glucosylcéramide / heong de trypanosome.

Ce dosage a permis de mettre en évidence unet@aivizymatique glucosylcéramide
synthase chet. b. bruceiAnTat 1.9.

d- Inhibition de la synthese du glucosylcéramide

Parmi les inhibiteurs reconnus de la glucosylcédensiynthase nous en avons testé
quatre, tout d’abordh vitro puisin vivo sur des souris infectées par b. bruceiAnTat 1.9
(Figure 27).

Figure 27 : Voie de synthése des gangliosides, mhibiteurs potentiels de chaque étape
d’apres Bleicher et Cabot, 2002.
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Nous nous sommes plus particulierement intéressgsebjues inhibiteurs agissant
directement sur la glucosylcéramide synthase élapamil, le kétoconazole, la mifépristone
et la ciclosporine A. Chaque molécule testégitro nous a permis de déterminer son IC50

avecT.b. bruceiAnTat 1.9 (Figure 28).
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Figure 28 : Représentation de la concentration (ugiL) de Vérapamil, Kétoconazole,
Mifépristone et ciclosporine A en fonction du pourentage d’inhibition de la croissance
de parasitesT. b. brucel AnTat 1.9.
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Les IC50 pour chaques inhibiteurs ont été calcuttse$a méme fagon que pour les
travaux auxquels nous avons participé sur le bleumgthyléne (Annexe : Trypanocidal
activity of methylene blue: evidence for vitro efficacy andin vivo failure in trypanocidal

activity, Boda et coll.soumi$
Dans notre étude nous avons obtenu les IC50 sesdeh U M):

L’IC50 correspondant au vérapamil avec des cultdegB. b. bruceiAnTat 1.9 est de
239,6 pg/mL soit 0,48 £ 0,077uM.

L’IC50 correspondant au kétoconazole avec des magdtdeT. b. bruceiAnTat 1.9 est
de 621,1 pg/mL soit 0,13 + 0,033 uM.

L’IC50 correspondant a la mifépristone avec desuces$ deT. b. bruceiAnTat 1.9 est
de 252 mg/mL soit 0,586 + 0,09 uM.

L’IC50 correspondant a la ciclosporine A avec dealsuces deT. b. bruceiAnTat 1.9
est de 376 pg/mL soit 0,312 = 0,04 uM.

e- Effet des inhibiteurs de la synthése du glucogdramidein vivo

Des lots de 6 souris ont été traités par voie ipéidtonéale avec les différents
inhibiteurs testém vivo. Seule la ciclosporine A a 50 pug/mL a présenté&ftet intéressant,
malgré la mauvaise tolérance observée. Chez letsSntectées et traitées a la ciclosporine,
aprés une augmentation de la parasitémie compaataibe des souris contréles, les parasites
du sang ont progressivement disparu aprés boua diedxieme injection intra-péritonéale.
Pendant 4 semaines, aucun parasite n'a été obdangle sang. A 1a®8° semaine post-

infection des parasites sont réapparus dans ledszsgnimaux (Tableau 18).
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Molécules Doses employées cheNombre de jours de survie

inhibitrices 1C50 la souris en IP apres traitement
Kétoconazole 0,13 £ 0,03 uM 25 pg/mL 5 jours
Vérapamil 0,48 £ 0,07 uM 30 pg/mL 5 jours
Mifépristone 0,58 £ 0,09 uM 50 pg/mL 5 jours
Ciclosporine A 0,31 0,04 pM 50 pg/mL 30 jours

Tableau 18 : Résultatgn vitro etin vivo des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase.

f- Résultats de I'immunisation des souris par du gicosylcéramide et de
galactocérébrosides

Un lot de 5 souris a été immunisé avec des liposomie glucosylcéramide
commercial et un deuxiéme lot contrle a été imm&niniquement avec des liposomes de
cholestérol (sans antigene) qui constituait I'edeip A la fin des séries d’injections, la
titration du taux d’lgG et IgM dans le sérum desrsoa été réalisée. Au bout d’'un mois et
demi, on note une tres forte production d’'IgM déesssérums des souris immunisées par les
glucosylcérébrosides et galactocérébrosides gmroreaux contréles. Ceci est révélateur

d’un possible effet protecteur du glucosylcéraniiigure 29).
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Figure 29 : Les deux types d’lg testées dosés (IggBIgM) aprés immunisation par deux
antigenes, glucosylcéramides (GIuC) et galactocémgisides (GalC) et leurs contrbles

respectifs sur des lots de 5 souris.

(DO = densité optique)

g- Suivi de I'immunisation des souris par du glucodcéramide

Deux souris du lot immunisé avec du glucosylcéranaidt été choisies au hasard pour
étre infectées pafl. b. bruceiAnTat 1.9. Ces deux souris, aprés avoir présein
parasitémie comparable a celles des souris infeatéatroles, ont montré 5 joupsost
infection une disparition des parasites du sang.nibis apres I'infection ces deux souris sont

encore vivantes et ne présentent aucun symptoraendaladie.
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DISCUSSION

L’'objectif principal de notre travail de thése étdiétude des mécanismes
inflammatoires au cours de la trypanosomose humafrieaine et leurs applications en
diagnostic et en thérapeutique. Pour comprendrenéesnismes nous avons eu pour objectifs
secondaires I'étude des types lymphocytaires etdtat d’activation dans le sang et le LCR
de malades aux difféerents stades de la maladiejdéédu franchissement de la barriere
hémato-méningée par les cellules immunes des paeenstade neurologique, la détection de
facon spécifique et sensible d’anticorps au stagleatogique de la THA et enfin I'analyse
des structures glycolipidiques du trypanosome eraidablement responsable de la synthese

de certains anticorps spécifiques du stade neucpleg

A T'heure actuelle, le seul critere de certitudediagnostic de stade neurologique de
la THA est la présence du parasite dans le LCRnié@s, la difficulté et I'inconstance de
cette détection chez les malades en stade 2 avé&anduit a définir un autre critére, moins
spécifique, basé sur la cytorachie supérieure a 59%0éléments/puL de LCR. L'augmentation
du taux de lymphocytes dans le LCR fait suite aast&/ation du systéme immunitaire par la
présence des parasites dans le sang, puis danSRe En revanche, aucun élément n’est
actuellement connu au sujet des types lymphocgtajre sont spécifiquement produits ou
activés au cours de l'infection. Dans ce travaius avons réalisé pour la premiére fois une
étude du phénotypage cellulaire dans le sang dtCle afin de mieux comprendre la
physiopathologie de l'infection mais aussi de digtier une spécificité cellulaire de la
maladie susceptible d’aboutir a un critere de stRder cela, nous avons utilisé une technique
d’étude trés précise, la cytométrie en flux, saffisnent sensible pour analyser des fluides
biologiques contenant 1 cellule/pL.

Par cette technique nous avons montré que dananig des malades, tous stades
confondus, le taux de lymphocytes B augmententagert significative (p < 0,0001). En
revanche, le taux de lymphocyte T diminue de fagignificative (p < 0,0018), de méme que

le taux de NK (p < 0,0226). Ces phénomeénes ont ééaécrits mais sont donc confirmeés
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dans ce travail par la technique de cytométridwen(Hudson et coll., 1976 ; Corsini et coll.,
1977; Jayawardena et Waksman, 1977). lls ont é&éemiévidence expérimentalement chez

la souris mais également recemment dans une éugeddes primate (Boda, 2005).

D’autre part, 'augmentation des lymphocytes B pardiexpliquer la grande diversité

d’anticorps produits chez les patients atteintSlda.

Par cette étude nous montrons I'implication dd&ints types cellulaires dans la
réponse immune contre le parasite mais les motdita qui surviennent dans le sang ne
permettent pas de distinguer précisément les sidelda maladie. Ainsi I'analyse du LCR
reste I'outil indispensable au diagnostic de ph&serevanche, nous ne retrouvons pas de
caractére d’activation des lymphocytes T C@8ec les marqueurs que nous avons utilisés et
la population activée de lymphocytes T CDED4/CD25) se trouve diminuée chez les
patients. Ceci confirme le caractere immunosupprdssla maladie sur les lymphocytes T.
lIs ne constituent donc pas une population lympteay intéressante a étudier pour le
diagnostic de la THA. Aussi, dans la suite de nétrgle qui a porté sur I'analyse du LCR,
nous n'avons pas recherché précisément les difEseous-populations de lymphocytes T ni
leur activation, mais nous avons plutdt cherché@othbrer le taux de lymphocytes B en

fonction du stade.

Les taux de T CD%4et de CD8 (HLA-DR™) naifs sont similaires dans le sang des
malades et des controles. Cependant, [l'utilisatie l'isoforme du CD45 pour la
discrimination entre les cellules naives et ménsoirest pas suffisante puisque la population
de CD45RA regroupe des cellules qui présentent un phénahgraoire tel que I'absence du
marqueur CD62L (Roederer et coll., 1995 ; Zimmemmancoll., 1996). Les cellules T CD8
englobent au moins trois sous-populations de @dlumémoires (cellules exprimant
seulement le CD45RA ou le CD62L, et celles n'expritnni I'un ni l'autre) et une sous-
population de cellules naives (cellules exprimara dois le CD45RA et le CD62L). Les
cellules T CD4 ont deux sous-populations prin@pale cellules mémoires : dans les deux
cas les cellules n'expriment pas le CD45RA, maissdan groupe elles expriment le CD62L
et dans l'autre pas. Les cellules T CDWives quant a elles, expriment le CD45RA mais pas
nécessairement le CD62L (Roederer et coll.,, 19Daps notre étude, le sang des patients
trypanosomés montre des valeurs plus élevées de4T & de T CD8 exprimant a la fois le
CD62L et le CD45RA que les valeurs observées dasarg du groupe contréle. Ceci traduit
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une augmentation des cellules T naives dans le dasgpatients. Ceci peut indiquer la
stimulation continue du systéme immunitaire aveai@veaux variants antigéniqgues comme
il est généralement décrit au cours de linfect@nrypanosomes. Or, on sait que les
lymphocytes T naifs, une fois stimulés par un ame se differencient en lymphocytes
mémoires puis en lymphocytes effecteurs qui sodispensables a une protection rapide,
efficace et durable (Fearon et coll.,, 2001; Ahmeadd., 1996). Ainsi 'augmentation de

cellules naives dans le sang des patients peutiteadn défaut de cellules mémoires et
effectrices et pourrait expliquer la réponse immunegficace et non-protectrice observée au
cours des THA. De plus, I'expression de CD62L s cellules T, qui est le récepteur du
recrutement cellulaire dans les ganglions lymphatsg contribue au recrutement des

lymphocytes dans le systeme lymphatique ou le ftanasolifere.

L'immunosuppression du systeme immunitaire au cderiga THA est connu mais n'a
pas encore été caractérisée au niveau lymphocytzaaivation immunitaire peut étre altérée
pendant l'infection mais peut également changeméostasie des sous-populations T (Ho et
coll., 1995; Mohri et coll., 1998). Les résultats mbtre étude montrent des valeurs trés basses
des cellules T CDLD25 dans le sang des patients par rapport au grougedm On sait
que parmi les cellules T CD@D25 s’individualise une sous-population de lymphocyte
régulateurs qui expriment constitutivement le CP@&brera et coll., 2004; Takahata et coll.
2004). Les cellules T CDE€D25 sont les cellules régulatrices qui diminuent lporése
immune de type T et jouent un rble dans la préwandie I'autoimmunité. Par un mécanisme
de contact cellulaire, les cellules T C#25 empéchent I'immunostimulation des cellules
de T en sécrétant des cytokines immunosuppresselssque I'lL-10 et le TGH. La
diminution des cellules T régulatrices pourrait mreau développement de réactions auto-
immunes comme c’est le cas dans le lupus érythémdt@rispin et coll., 2003). Dans la
trypanosomose, la diminution des cellules T QCA25 peut expliquer les réactions auto-
immunes qui sont bien connues dans cette pathotagisours de laquelle on a identifié des
auto-anticorps dirigés contre des constituants idsutcardiaque, des érythrocytes, du
neurofilament des galactocérébrosides. D’autrg, paicune activation n’a pu étre mise en
évidence sur les cellules T des patients, (abséagehénotype CDI4CD69, CDS CD25'
et taux de HLA-DR comparable a celui des contrdles), suggérant mmeunosuppression

des cellules T.
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En revanche, les valeurs des cellules B activé@&L9HLA-DR™) se sont révélées
bien plus élevées dans le sang des patients qecdan des contrbles. De plus, le marqueur
Fas (CD95) est surexprimé sur les cellules B, gesgggere une activation cellulaire par le
CD95 suivie d'une apoptose des lymphocytes B. ®THA se caractérise d’'un point de vue
de la réponse immune par un activation polyclorddge lymphocytes B qui proliféerent
spontanément et produisent des grandes quantaésiabrps. Dans notre étude, nous avons
pu mettre en évidence qu’une activation des callBemarquée par la surexpression de
I'antigéne HLA-DR se produit au cours de linfectia T. b. gambiensest qu’elle est
concomitante d’'un état immunosuppressif en faveut'@poptose des lymphocytes B. Ces
deux phénomenes ont précédemment été décrits asidela phase aigué de linfectioif a
cruzi (Minoprio et coll., 1989; Zuniga et coll., 200Qes lymphocytes B qui ne peuvent
échapper a I'apoptose ne se différencient pas tensaicellules mémoires qui constituent le
pool de lymphocytes B mémoires. Une fois encors, mécanismes empéchent le systeme
immunitaire de mettre en place une défense effiead@rable contre les parasites. Des études
précédentes réalisées chez la souris infectéd paruzi montrent que la cytokine IL-4 est
capable de réduire le phénomene d’apoptose suyrfgshocytes B mais aussi de favoriser
leur différenciation en cellules mémoires, ce qunéhlore la réponse protectrice de

I'organisme hoéte (Acosta Rodriguez, 2003).

Dans cette partie nous avons pu faire une analyserirdinative du profil
lymphocytaire en fonction du stade de la maladreeffet en stade 1 ou hémo lymphatique,
la cytorachie étant normale, elle ne permet padraduire un état pathologique ou une
altération du systeme nerveux central. En revatmisedu stade neurologique, la cytorachie
devient suffisamment élevée pour étudier le ptgfiiphocytaire.

Au cours de l'évolution de la maladie, le taux d®10@ augmente de facon
significative dans le LCR des patients, permettdat distinguer les patients en stade
intermédiaire qui sont les plus difficiles a class@n point de vue du stade d’évolution ou ils
se trouvent. Cette augmentation de CD19 chez lesnps en stade 2, pourrait constituer un
critere de stade plus précis et surtout plus peecoe la cytorachie ; elle permet d’envisager
un test permettant le diagnostic du stade de ladral Il faudrait compléter ces résultats par

une étude identique mais sur un effectif plus laRge plus, il serait intéressant de préciser les
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sous-populations de lymphocytes B présents dansCR et leur état d’activation afin de

déterminer si un sous-type particulier pourraitstiiner un critére de spécificité.

Le recrutement de ces lymphocytes dans le syst@aneux central pourrait étre le
fait de facteur chimio-attractant produit localemanl’origine de la migration des cellules

vers les foyers inflammatoires qui s’y développamstade 2 de la maladie.

Pour la premiére fois a notre connaissance, noossapu réaliser une étude du profil
chémokinique sur des patients atteints de THA f@rdifits stades de la maladie. Cette étude a

éte réalisée a la fois dans le sérum des maladieségelement dans le LCR.

Dans le sérum des patients quel que soit le stada dnaladie, on ne note pas de
modifications significatives du taux de MIR;IMCP-1, IL-8 ou bien de IL{L. Seul le taux
de RANTES semble diminué lors de I'évolution derlaladie de maniéere significative entre
les contrbles et les patients en stade intermédéientre les controles et les patients en stade
2 (respectivement p = 0,01 et 0,03). Cette difféeede concentration entre le début hémo-
lymphatique de la maladie et son stade neurologiseimble traduire une diminution

progressive de la réaction inflammatoire tout dun®m@n dehors du systéme nerveux central.

Afin de comprendre la relation entre les différentbémokines impliqguées dans cette
réponse inflammatoire, nous avons cherché deslaborgs entre les taux de chémokines et le
taux de cytokine IL-f. Pour les sérums des patients en stade 1, unéatmn est évidente
entre le taux d’IL-B et le taux d’IL-8 seulement. Pour les sérums dasepts en stade

intermédiaire seule une corrélation entre IL-8 #PMNa a été mise en évidence.

Les chémokines dans le sérum ne semble pas étberdenarqueur de stade de la
maladie, puisque aucune d’entre elles ne semblédiominer par rapport aux taux que l'on

trouve chez les contrbles.

Dans le LCR des patients on note une différencafiigtive entre les taux contréles,
ceux des patients en stade 1 ou en stade intenmeédiaelui des patients en stade 2 pour IL-
1B, IL-8, MCP-1, RANTES et MIP1. Cette différence est la plus importante pour JL-8
MCP-1 et MIP-L qui sont des cytokines chimiotactiques impliquéass le mécanisme de
recrutement des lymphocytes dans le systeme nepaniral.
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Le taux de MCP-d dans le LCR est 10 fois supérieur au taux dasgiem. Ce taux
élevé a déja été identifié dans les méningiteslentes, la tuberculose et certaines maladies
virales (Mastroianni et coll., 1998 ; Press et.c8D03 ; Grygorczuk et coll., 2004 ; Moller et
coll., 2005). Cette chémokine est impliguée dandiltration des monocytes dans le LCR.
IL-8 de la méme fagon est retrouvée en tres grgodetité dans le LCR des patients en stade
neurologique. IL-8, en plus de son action sur lesutmophiles, est également un
chémoattractant sur différentes sous-populatiorigrdphocytes. RANTES n’a pu étre mis en
évidence dans le LCR des malades malgré sa prédansecelui des contrdles tout comme
dans certaines meéningites d'origine bactérienngi@le (Sprenger, 1996). Comme dans le
sérum, le réle de cette chemokine peut étre trgacki car son taux peut décliner rapidement
apres le début de l'inflammation. Ou bien de fapars simple cette chemokine n’a peu ou
pas de réle dans le recrutement des lymphocytes ldasysteme nerveux central. Enfin, IL-
1B, qui favorise I'expression de molécules d’adhéeepar les cellules endothéliales et la
libération de difféerentes chémokines, facilite ti&e de leucocytes dans les espaces
subarachnoidaux. De plus le role d’IB-&st tres important car c’est un des facteurs ooglk

dans la synthése des chémokines (Aloisi et c@b2)L

Au cours de la THA on note une forte migration tgsphocytes dans le LCR des
patients en stade 2. Le mécanisme exact du paskages cellules a travers la barriere
hémato-meningée n’est pas clairement établi chexrime. Actuellement il est certain que
des cellules ont la capacité de franchir cetteidr@rencore intacte (Hickey et coll., 1978;
Lawson et coll., 1992). L'invasion massive des Iyi1ogytes au cours de la THA n’est pas
uniquement la conséquence de l'état inflammatanduit par I'altération de la barriére
hémato meningée et I'action des chémokines prosluites le systeme nerveux central : le
TNF-a, les facteurs apoptotiques et le parasite lui-méomeribuent a ce phénomeéne en étant

les initiateurs de la rupture de la barriére.

La production de chémokines par des cellules dtésys nerveux central tels les
astrocytes, la microglie et les oligodendrocytestéa démontrée par Benveniste en 1992 et
Mucke en 1993. Les cytokines pro-inflammatoires owi’IL-13 sont capables d’induire la
production d’IL-8 directement par les astrocyteso(& et coll., 1992) et méme d’induire

MCP-1 dont la production serait d’origine astroaggRansohoff et coll., 1993).
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Lors d’infection du systéme nerveux central, lesogytes entrent généralement en
contact avec les cellules endothéliales et avecddsles de la microglie ; elles sont les
premieres cellules a lutter contre l'infection. nduction de cytokines pro-inflammatoires
comme IL-PB, qui induit 'adhésion moléculaire sur les celkiEendothéliales et la production
de chémokines, facilite I'entrée de lymphocytessdi@nsysteme nerveux central. Par la suite
la production massive de chémokines dans le LCRIlifente phénoméne de migration

lymphocytaire dans le systeme nerveux central.

D’aprés nos résultats, MCP-1 pourrait donc étrenamqueur de stade en raison des
taux élevés trouvés dans le LCR des patients ele aue nous avons étudié. De plus, cette
augmentation significative est corrélée avec lepipétés connues de cette chemokine dans

les processus infectieux.

La présence de ces chémokines dans le LCR deqtsatiest pas le seul facteur
avanceé pour décrire le passage des cellules imaigstdans le systéme nerveux central des

malades.

Le mécanisme précis dinduction de l'apoptose debules microgliales et
endothéliales par le LCR des patients trypanosaafr@sains reste a déterminer, et pourrait

différer d’un type cellulaire a I'autre.

Les LCR de patients en stade 2 induisent I'apofstosées cellules endothéliales et les
cellules microgliales. Les LCR des patients enestagdontiennent du sFasL et des anticorps
anti-Fas, a des taux plus élevés que dans le LGRakEents en stade 1 et que dans celui des
contrdles. Ceci suggéere que sFasL et/ou les apsamti-Fas pourraient étre des facteurs pro-
apoptotiques dans la THA. Le ligand soluble Fasispnt dans le LCR des patients en stade 2
pourrait étre impliqué dans le mécanisme de l'asapten particulier au niveau des cellules
microgliales. En effet, les cellules de la micregbont plus sensibles que les cellules
endothéliales a l'induction de l'apoptose par IRLdes patients qui contiennent des taux

élevés de sFasL

La présence de facteurs et l'activité pro-apoptmtigst associée a I'évolution de la
maladie, & certaines lésions et participent a pdure de la barriere hémato-méningée. Le
dosage de sFasL et des anticorps anti-Fas peutsaingr de marqueur de la rupture de la

barriere hémato-méningée et donc au diagnostitadie sle la maladie.
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En effet l'apoptose des cellules microgliales paitirparticiper a la rupture de la
barriere hémato-méningée et permettre aux trypamesod'échapper a la réaction
immunitaire, de la méme facon qiie cruziinduit 'apoptose des cellules T et de B dans la
maladie de Chagas (Lopes et Dos Reis, 1995 ; Lepesll., 1995 ; Zuniga et coll., 2000 ;
Reina-San-Matrtin et coll., 2000).

L’apoptose des cellules microgliales a été fréquentrmapportéen vitro etin vivo
dans des modeles expérimentaux de sclérose ereplaguia voie de Fas/FasL est impliquée
(Frigeiro et coll., 2000 ; Spanaus et coll., 200@e et coll., 2000 ; Badie et coll., 2000).

Les résultats obtenus avec les cellules endothélidifferent de maniére significative,
suggérant un mécanisme d'induction apoptotique érdiftt. L'apoptose des cellules
endothéliales ne semble pas étre associée a lareuge barriere hémato-méningée. Les
cellules vasculaires endothéliales expriment Faslerpression de Fas est augmentée par
I'interféron IFNy et le TNFe. Cependant, elles peuvent résister a l'inducten'apoptose
induite par la voie de Fas. La voie de signalisakas n'est pas le mécanisme dominant induit
par le LCR des malades, ceci confirme I'hypothaselg LCR contient d'autres facteurs pro-

apoptotiques.

Fas seul n'induit pas I'apoptose des cellules Va@ses endothéliales. Des facteurs
additionnels, tels que les lipoprotéines de faitdmsité oxydées sont nécessaires (Sata et
Walsh, 1998). Les sphingolipides peuvent égalemiaduire |'apoptose des cellules
endothéliales en activant la voie de la sphingomgéé (Hisano et coll., 1999).

La participation hypothétique de TNFdans l'effet apoptotique du LCR, peut étre
discutée. En effet, le TN&-a été détecté a des niveaux tres bas dans le eE€Ralients avec
Oou sans propriétés apoptotiques. En outre, comnms datre étude, aucune différence
significative des niveaux de TNirdans le LCR n'a été détectée entre les stade? Heeta
THA. Ces données présument que le TdNFa pas un role essentiel dans I'effet apoptotique

du LCR sur les cellules en culture.

L'origine du sFasL dans le LCR des patients afgaitteints de THA est inconnu et
peut résulter d'un épissage alternatif et d’'unagjevpar une métalloprotéase d’'une protéine de

membrane (Mitsiedas et coll., 1998). Par conséqulemprésence d’anticorps anti-Fas dans le
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LCR des patients africains atteints de THA peuwt &Ee a la réaction inflammatoire et

pourrait bloquer ou activer l'apoptose.

Quant a la présence des anticorps anti-Fas, el&é aarement rapportée dans la
littérature : taux faible dans le sérum des supdsmaux et au cours d’'une maladie
neurodégénérative, la sclérose latérale amyotroph{GLA) (Prasad et coll., 1998 ; Yi et
coll., 2000). Il existe une relative spécificitdlorire dans le caractére agoniste de ces auto-
anticorps. Ceux des sujets normaux sont apoptcigueniveau lymphocytaire, ceux des
patients atteints de SLA sont apoptotiques au nivdas motoneurones. Ces données
rejoignent celles de notre étude ou nous obserdessdifférences d’effets apoptotiques au
niveau cellulaire entre la microglie et les celkulendothéliales. La signalisation intra-
cellulaire et notamment I'expression d’inhibiteurginsi que des modifications post-
traductionnelles de Fas permet d'expliquer cesédifices fonctionnelles selon le type
cellulaire. L'origine de linduction de ces antipsr est également a discuter et pourrait
résulter d'un mécanisme de mimétisme moléculairecae trypanosome, ce qui reste a

déterminer.

L’apoptose des cellules pourrait participer auxolés de la barriere hématoméningée
et pourrait jouer un réle dans les Iésions de caléb observées lors du stade nerveux de la
maladie. Les roles et les origines du sFasL de ECRRs anticorps anti-Fas restent a étudier,

pour déterminer leur implication dans la pathologie

Le trypanosome a la capacité d’augmenter I'expyasies molécules impliquées dans
I'adhérence des cellules, et la synthese de médigbeo-inflammatoires. Cette activation des
cellules passe par la voie d'activation de®fFeomme le montre la translocation de la sous-
unité active de NkB vers le noyau en présence du parasite. Dandlldeceette activation
est probablement suivie de la transcription derdigenes, y compris les génes des cytokines
TNF-a et IL-1B ou de la NO synthase (Goldfeld et coll., 1990 pget Ghosh, 1995), dont la

transcription est sous le contble du facteurws:-

L'activation des cellules endothéliales en préselesetrypanosomes a également été
montrée par une augmentation de I'expression déécoies d'adhérence. Leur expression
peut étre une conséquence de l'activation deBIEEhen et Manning, 1995). Les HBMEC

exprime ICAM-1 en condition basale, tandis qu&ptession de cette protéine augmente
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fortement en présence des parasites. Les E-saettMCAM-1 ont été détectées a la surface
des cellules aprés des co-cultures de 12 h. Btasli qu'ils sont habituellement absentes des
cellules endothéliales non stimulées, et que lepression est importante en réponse aux
médiateurs inflammatoires tels que TMFH.-1p et IFNy (Lee et Benveniste, 1997 ; Lum et
Roebuck, 2001 ).

In vitro les trypanosomes peuvent activer la synthéselsléatgeurs dans le milieu de
culture, qui, en retour, activent I'expression de molécules d'adhérence. Nos observations
sont confirmées par une étude réalisée sur le @erdes rats infectés parb. bruceill a été
mis en évidence une augmentation de l'expressid@Abl-1 et VCAM-1, sans rupture des
jonctions serrées, quand les parasites sont aaaodé la BHM (Mulenga et coll., 2001).
Nous pouvons présumer que l'expression des motdiddhérence est liée a la présence des
parasites qui activent de facon trés précoce ldmle® endothéliales voisines avant

l'inflammation.

Les conséquences de cette expression sont nomgrergsele role des molécules
d'adhérence est modifié et peut altérer la répendethéliale pendant l'inflammation. Les E-
sélectines (et également P et L-sélectines), ICABt-YCAM-1 stimulent la prolifération de
leucocytes, I'activation de cellules, et la syn¢hde cytokine (principalement TNE-IL-8).
Ces molécules interagissent avec la matrice exhniaiee et le cytosquelette, pour initier les
mécanismes cellulaires d'activation (Granger et dsuhbl994 ; Lorenzon et coll., 1998 ;
Krieglstein et Granger, 2001 ; Radi et coll., 20Mestweber et coll., 2002).

Nos expériences ont prouveé que les trypanosomessemnt la synthese d'IL-6, d'IL-8
et de TNFe par des facteurs solubles présents dans lesgaants de culture. Le TNdk-
produit au cours de la THA, stimule la synthesa &) la perméabilité endothéliale, et les
astrocytes (Cavaillon et coll., 1993 ; Munoz-Fedwmn et Fresno, 1998 ; Pentreath, 1999).
Des taux élevés d'IL-8 sont retrouvés dans le L@&R gdatients présentant des Iésions
cérébrales, en corrélation avec le dysfonctionnérdenia BHM (Cavaillon et coll., 2003).
Par conséquent, l'activation endothéliale de a=lubn présence des trypanosomes peut
augmenter l'inflammation par la synthese de ceskoys pro-inflammatoires. lls peuvent

aider a recruter les cellules immunisées, et ppetit a la pérméabilisation des barriéres.
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Les HBMEC en présence des trypanosomes produisgaiendent du NO, par
I'activation de la NO synthase, comme le montrénitiition par L-NAME. La synthése du
NO fait partie de la réponse des cellules enddatesiaux agents infectieux. Nos résultats

signalent que les trypanosomes modifient la perititgates cellules HBMEGn vitro.

De nombreux facteurs du parasite peuvent étre meghtes de l'activation des
HBMEC dans les co-cultures cellules-parasitesgeetMSGs solubles semblent étre de bons
candidats. Dans nos expériences, les VSGs ont &sem effets sur les cellules que les
trypanosomes. lls ont un effet déja connus pourndliction de la NO synthase des
macrophages, et pour leur réle modulateur de Vaibtin des macrophages en réponse a
'IFN-y. Le surnageant de culture dB b. gambienseinduit également ['activation
endothéliale de cellules, probablement par l'inégtimre de VSGs soluble. Ces résultats
confirment la présende vivo, de médiateurs et de molécules inflammatoiresiqupk dans
'adhérence, et prouvent que les parasites peuaeoir un effet direct sur les cellules
endothéliales, indépendamment de l'inflammationoagagnant la maladie. Les cellules
endothéliales peuvent également participer a latichea immunitaire pendant la THA. Le
mécanisme de l'activation endothéliale de cellukesste a définir. Il serait intéressant de
déterminer si les glycoprotéines du trypanosomevgrduagir sur les sélectines ou sur les

molécules cellulaires d'adhérence des cellulestbgtlales afin de les activer.

Une des caractéristiques de la THA est la prodnati@anticorps, dans le LCR des
malades, spécifiques du stade neurologique. Cécd’aestant plus intéressant qu’'un des
problemes de la THA, a I'’heure actuelle, est l&dsination du stade de la maladie. En effet,
les criteres utilisés pour cette déterminationgyieorachie et la présence du parasite dans le
LCR des malades ne sont pas des criteres suffisatmsemsibles et spécifiques. Il faut
rechercher de nouveaux marqueurs d’atteinte negigple de la maladie. C’est ce que nous
avons tenté de faire en développant deux technidiaggostiques basées sur la recherche
d’anticorps spécifigues du stade neurologique denddadie. Ainsi nous avons adapté la
technique ELISA et le Dot ELISA a la recherche daticorps anti-NF et anti-GalC dans le
LCR des patients. Pour les deux techniques noussas@mparé la sensibilité et la spécificité
d’abord en laboratoire puis nous avons retenu lidenedes deux technigues pour des études

sur le terrain.
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En laboratoire, 42 LCR de patients angolais onta#talysés pour rechercher des
anticorps anti-GalC et anti-NF a la fois par ELIBApar Dot ELISA. C’est cette derniere
technique qui a présenté le meilleur degré de Bi#itésiet spécificité. De plus la technique
ELISA présentait l'inconvénient de nécessiter beapc de matériel dont un
spéctrophotometre inadapté aux campagnes de dggpsiale terrain loin de tout laboratoire,

contrairement au dot-ELISA qui ne nécessite aucatériel spécifique.

Lors de l'analyse des LCR des patients, sur lepdtents en stade 1, un seul a
présenté un test dot-ELISA positif, a la fois ptautest anti-GalC mais €galement pour le test
anti-NF. Néanmoins ce faux positif ne peut étresadéré strictement comme une erreur de
diagnostic. En effet, avec les critéres classiqgdesfaux positifs ont été fréquemment
rapportées, par exemple avec les enregistremehgsopanographiques, et ils se traduisent
par des échecs au traitement a la pentamidine @ugu coll., 2005). Ces remarques
confirment le fait que les critéres classiquemetlis@s pour le diagnostic du stade de la
maladie (cytorachie, présence du parasite) negamte bons critéres de stade de la maladie,

et soulignent donc I'urgence de trouver de vérdgabarqueur de stade de la THA.

Cependant, la détection des anticorps anti-NF &iGalC chez un patient en stade 1
peut trés bien traduire des réactions croisées daedres pathologies dont le patient souffre

et qui ont échappé a I'examen du clinicien.

Plus généralement nous pouvons considérer qu'uenpatn stade 1 avec le dot-
ELISA c’est a dire pour qui le test est négatidddis pour la recherche des anticorps anti-NF
et anti-GalC pouraient étre traité sans risqueedbute avec de la pentamidine. Des essais

cliniques thérapeutiques sont nécessaires pouircarfnotre hypothese.

Les résultats les plus surprenants étaient poydients en stade intermédiaire c’est a
dire ceux dont le cytorachie était comprise entret 20 cellules/uL de LCR. Sur les 65
patients en stade intermédiaire, 43 d’entre euxpoggenté un test positif pour les anti-NF et
parmi ceux ci 32 ont présenté un test anti-GalGtippar dot-ELISA. De la méme fagon que
pour les tests en laboratoire, les tests qui étpiesitifs pour les anti-GalC I'étaient également

pour les anti-NF, I'inverse n’étant pas systemadigant le cas.

Pour les patients classés en stade neurologiquerdchie > 20 cellules/uL ou

présence du trypanosome dans le LCR), 25 des ¥htmprésentaient des anticorps anti-
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GalC et tous présentaient des anticorps anti-N[ 1dis encore tous les patients présentant
des anti-GalC étaient positifs pour les anti-NFvérse n’étant pas observé. Le dot-ELISA a
présenté les meilleurs résultats de sensibiligpétificité pour les patients classés en stade 2 :
83,2% et 100% respectivement.

Nous avons également réalisé un dosage du tauM dlims le LCR des patients mais
la sensibilité du test dot-Blot n’est pas corrédégaux d’'lgM qui, en stade neurologique de la

maladie, est classiquement supérieur a 100 mg/L.

Pour cette étude, le test a été exploité avec geyulations, des angolais et des
centrafricains. Nous avons également recherché agreglation entre la détection des
anticorps et la présence des trypanosomes dansCR. ISur la population d’Angola,
seulement 5 patients présentaient des trypanosdares le LCR. Sur ces 5 patients, tous
présentaient un test anti-NF et anti-GalC posu#élheureusement cette recherche du parasite
ne se fait pas systématiquement en RCA mais 2npatiehez lesquels les trypanosomes
avaient été observés dans le LCR présentaient mgateun test positif pour les deux

antigenes.

La corrélation entre la présence du trypanosome #ahCR et la positivité du test est
excellente méme si le nombre de patients chezmyjai mis en évidence le parasite est faible.
Cette détection du parasite reste difficile car teshniques a notre disposition sont peu
sensibles. Un examen parasitologique doit étrecefifede facon plus approfondie sur le LCR

du patient qui présente un test anti-NF et anti@3adsitif.

Mais le diagnostic de stade de la THA a besoin @ale/@aux marqueurs biologiques
car la recherche du parasite, la cytorachie ow$age des IgM, ne semblent pas étre de bons
indicateurs de stade de la trypanosomose. En reedacecherche des anticorps spécifiques
du stade neurologique de la maladie semble prousettear quand on compare les anticorps a
la cytorachie des patients en stade 2 (> 20 cs)lule test présente une bonne sensibilité et
une bonne spécificité. De méme ce test permettt@ititer un traitement a risque a environ
50 % des patients en stade intermédiaire. Maintereest doit étre validé et comparé aux
autres tests en developpement (Lejon et coll., P602eci sur des enquétes de prospection de

grande ampleur afin de pouvoir en faire un outitldnostic fiable.
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En recherchant un nouveau marqueur de stade, phsibfe et spécifique que le
galactocérébroside, nous avons mis en évidenceenpgme la glucosylcéramide synthase
déja étudiée dans la maladie de Gaucher. Au caoaireette maladie, le glucosylcéramide
s’accumule en raison d'une anomalie de la glucgsideenzyme qui normalement le
métabolise. Les signes cliniques sont une hépatospiégalie, une anémie, des
malformations squelettiques, et des désordres ldogédues (Pregun et Tulassay, 2004).
Cette enzyme est associée au métabolisme intredediides céramides. Elle transfere un
UDP-glucose a un céramide pour former le glucosgioéde qui est un des composeés

principaux d’une majorité des glycosphingolipidBse{cher et Cabot, 2002).

Classiquement la glucosylcéramide synthase a um déterminant dans certains
mécanismes cellulaires comme la prolifération (Henet Bell, 1989), la transformation
oncogénique (Hakomori, 1981 ; Morton et coll., 4p9a différentiation (Schwarz, 1995 ;
Babia et coll., 1993), et dans les métastases alasr(Morton, 1994 ; Thurin, 1986).
Récemment, il a été montré que de nombreusesagsest médicamenteuses sont associées a

cette enzyme (Lavie et coll., 1996 ; Cabot et ctB96).

Un des rbles de cette enzyme qui pourrait permegreeomprendre le passage du
parasite dans le systéme nerveux central, est mmiication dans les mécanismes de
'apoptose. Il est clairement établi que les cédmsi activent Raf-1, une kinase
extracellulaire, une protéine phosphatase etJanckinase N-terminale (JNK) qui est une

molécule effectrice de I'apoptose (Laurent et &aibiu, 2001).

En ce qui concerne le trypanosome nous avons mpatrépectrométrie de masse la
présence de glucose a la surface du parasite. 4agd@nzymatique de I'enzyme révéle une
activité équivalente a 1,5 nmol de glucosylcérathieere/mg de trypanosome. Les
marquages par IFl avec deux anticorps anti-glucésgimide mettent en évidence des
structures internes du parasite, ces structuresbleam correspondre aux crétes
mitochondriales du parasite. Cette enzyme sembe eifsentielle a la survie du parasite
puisque lorsque nous traitons ces derniers paintidsteurs de la glucosylcéramide synthase,
les parasites meurent rapidement. En revaimchévo, les souris ne sont pas complétement
protégées de l'infection expérimentale puisqueulzie va de quelques jours a un mois pour
le traitement & la ciclosporine A. Dans tous les wae rechute puis la mort surviennent : ces
traitements ne font que prolonger la survie degiso&nfin lors d’essais d'immunisation
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d’animaux avec ce glycolipide nous obtenons unelymrtion d’lg spécifiguement dirigées
contre le glucosylcéramide mais également on noe protection des animaux infectés

expérimentalement pdr. brucei brucei.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES

Ce travail a permis de mettre en évidence de naxveaarqueurs de stade de la
maladie du sommeil. Par la technique de cytomémidlux nous avons montré que dans le
LCR, les lymphocytes B marqués par le CD19 carsetér le stade 2 de la maladie. Il reste a
adapter au terrain un moyen simple et peu colteuxgitant de rechercher ce marqueur dans
le LCR des malades en stade neurologique. Une déésodes que nous avons envisagee et
une méthode de détection directe de ce marqueunhgaytaire par agglutination de billes de

latex sensibilisées par un anti-CD19.

L’étude des chémokines impliquées dans le recrutenes lymphocytes sur le lieu de
inflammation permet de mieux comprendre commest lymphocytes envahissent le SNC.
Cette production de chémokines pourrait la encawirs a la détermination du stade
neurologique des malades. En effet une chémoki@R{d, semble prédominer sur les autres
lors de I'évolution de la maladie et est présentiesaitaux €levés dans le LCR des patients en

stade 2 par rapport aux autres stades de la maladie

Nous proposons pour la discrimination du stadeesh reposant sur la détection des
anticorps anti-NF et anti-GalC. Ce dernier antigaeesemble pas étre le plus adapté a la
détermination du stade car ce n’est pas essentigfiedu galactocérébroside qui est présent a

la surface du parasite mais un glycosphingolipiolet ¢a structure est le glucosylcéramide.

Par ailleurs la présence de la glucosylcéramidéhage responsable de la synthése du
glucosylcéramide pourrait bien expliquer le passdgeparasite dans le SNC. Des études
doivent étre conduites pour déterminer la séqudedé&nzyme, sa structure et son réle dans

le passage du parasite et éventuellement I'infpbar bloquer ce passage.

D’autre part, 'amélioration des thérapeutiquesuealtés est un axe de recherche
important a étudier. Les essais que nous avonsugandvitro nous ont permis de distinguer
I'activité trypanocide de deux molécules, la ciposne A et le bleu de méthyléne.
Cependant, I'efficacité de ces deux molécules itetrdes infections chez la souris doit étre

ameéliorée. Le bleu de méthyléne, qui n’a permigudarison d’aucun animal infecté, devrait
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étre testé par voie locale intra-cérébrale afica®ourner les effets du métabolisme sanguin,
qui est sirement I'origine de son éclirewivo. Le traitement par la ciclosporine A devrait étre
adapté d’'un point de vue du dosage et du rythmenaiiaistration, ce qui permettrait peut-étre
des guérisons définitives. Il pourrait alors étn@isagé une association entre la ciclosporine
A et un trypanocide de la phase 2 a dose réduite lpatraitement des infections nerveuse a

trypanosomes.
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Annexes 1

DOENCA DO SONO

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu ‘Senhor(a). - ...morador(a) do
Municipio de..¢ .Bairro 0207 SR
Casan®.........

declaro estar informado(a) das modalidades do protocolo de pesquisa sobre a melhoria
do diagnéstico da fase nervosa da Doenga do sono e

tendo lido com o Dr\/Waaa .................................... , Médico responsavel do
centro de investigagio a nota de consentimento relativa a este protocolo.

Pela presente. declaro autorizar a-sishe—inchsdo/ a inclusio do mew—parente, fithoou
filh 0 iesisessisssmeassdd neste protocolo nas condigde

L " s
escritas ma nota de consentimento.

Assinada por mim.

Impressdo digital
(no caso que o interessado nao
saiba escrever ou assinar)

Escrever com todas as letras a mengdo “Lido e aprovado” e assinar.
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Methylene Blue: evidence fam vitro efficiency andn vivofailure in trypanocidal

activity. In press

261



262



263



264



265



266



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ...ttt ettt e e ettt e e e e e e et e e eesse e e e e e e annreeeens 4
SOMM AIRE ..ot e ettt ————eeaa e e e ra e aaas 19
LN I @ 1 10 L O I 0 ]\ 30

ETAT ACTUEL DE LA QUESTION .....uiiiiiiiiiiiieiimmeeee e e s e siiiieeee e e s esiineeeeeessnnsseeeesennees 32
[- La maladie du SOMMEIL..........oooi e 32
1- DONNEES EPIdEMIOIOGIQUES ....uvvrrrriirieiieiieeeeeeeeeesassssssnaeaaeereeeeeeeeeeesaaaaaessssnnereeees 32
A- UN PEU A'NISTOINE ...ttt sttt eena e e e e e e e e e e e e eeees 32

b- Epidémiologie actUelle.............cooiiiicoeeee e 33
2= LS ACTEUIS ....ceeeeei e eeeet e mmmmm et e e e et e e e n e n e e e nrnaas 37
A- LBS PArASITES ... .ot 37

b- TSE-tS€ : " la MOUCNE QUI tUE" ......eeiii e 43

L I Y =T o1 (=T | PP 43

- La lutte anti-vecCtorielle ... 45

3- ClNIQUE de 18 THA e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeneeee 47
4- DiagnostiC de 12 Maladi€ ..........iiii s 49

a- Méthode de détection dans le sang et dansé&s/pments ganglionnaires.......... 49

- Méthodes par CONCENLIAtION...........coiii e e e e e e e e 50

- MEthodes IMMUNOIOGIQUES .......ccceeeeee e ccme e eeeeeeeeaaaaeeaeeaaeassssssnnnneseneneeeeeens 51

- MEthOdES INAIFECIES ... erre e e e e e e e e e e e e e e s s e e aeeeees 52

b- Méthodes de détection dans [& LCR ........cemeeeriiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53

5- Critéres actuels classant les patients en skade.............cccceeeiieiiiee e e 56
R IS (= 11 (=] 0 0 T=T o PRSP 57
a- Les MEdiCaments ACtUEIS........cc..uuuitceeeeeee et e e e e e e e e eeeeee e 57

b- Les traitements de FaVENIr....... oo 60
7-Levaccin i rfEve OU réalité ..........ooi oo 60
8- Les INterrogations ACLUEIIES............ o eeeeeeeeeiiiiiiiiess s e e e e e eeeeeeeeeseeeeeneeeeeeeeesnnnnnn 61
[I- Rappels d'iMMUNOIOGIE ......coo et 64
I 1= T o= 11 (=TRSO 64



a- Le systeme immunitaire reconnait des antigenes...........ccccvvvvvreeeeriiieeeeeeen. 64.

b- La cellule responsable de la reconnaissancamtggene est le lymphocyte.......... 64
C- La réponse iMMUNITAINE...........euvuiueiiemmeeaeeeiaetess s e s e e e e e eeeaeeeeeeesensessnnnnnnsesennnnns 65
d- La MEMOIre iMMUINITAITE..........ceeiiii i e e e e e e e e e e e e 65
e- Immunité innée et IMMUNItE ACUISE ........cooeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 66

2- Les cellules et organes iMMUNITAITES .....cceemmueiruiirmmiiiiaaee e eeeeeeeeeeieebreeneaeeeeaaeees 66
A- LES IYMPNOCYLES... .o 66
b- Les cellules NoN-lymphOCYLaIreS. ..........ceumeeeiiieeeeeeieeeeeee e eeee e 70
c- Organes lymphoides centraux et maturation daphpcytes ........cccceeevveeeieeiiinnen. 72
d- Organes et structures lymphoides secondairesS. cccc......ocoevvvvviiieieviiiiiiieeeeeenes 72

3- Les chémokines et les migrations lymphocytaires...........cccvvvvvvvveiiiiiiiiee e, 73
a- Le recrutement tissulaire des leucocytes arlurtsang..........cccveeeevvvvvvnvniinneeennn 73
b- La migration intra-tissulaire du leUCOCYLE ..coc...coooiiiiiiiii e, 73
C- LES CREMOKINES ......ccoi ittt e+ttt e e e e e e e e e eneeeessebbeeeeeeees 73
d- Les récepteurs de ChémOKINES ...........ccooviiiiiiiiiiiiiccee e 75

4- LeS répoNSeS IMMUINITAITES ......uvureiiiiiieeeeeeeeeeeeereeeeeeeeereannr s e e e e e e e aaaeeneaaaeeaaeeeeees 76
a- La réponse et S rEGUIALION............. oo e eeeseenniirerreeereeeeeeeeeeeeeseeeaeaaesessennees 76
b- Réponse des lymphocytes T CRdixiliaires naifS............ccoeeveeeivvieecmeeeeneee. 77
C- IMMUNITE NUMOTAIE ... 79
d- Immunité a meédiation CellUlaire .......... e 81
e- Orientation et roles respectifs des réponSeUMIBIreS ............cccvvvvviiieieeeeeeeeeenn. 82

5- Les réponses immunitaires innées induites lansedinfection...................ccooeenn. 84

a- Les macrophages activés sécretent de nombreysadgnes ayant des effets a
courte et 1oNQUE dISTANCE .........cevviiiiiiicieee e e e e e e e e e e e e e e e e eeees 84
b- Les cellules “ Natural Killer” (NK) défendentofganisme contre certaines
INfections INtracellulaires. ........ooooi i 84
c- Certaines sous-populations lymphocytaires fenlidn entre I'immunité innée et

PIMMUNITE ACQUISE ....ciieiieeeiieiiiiii it eee e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeeeee s nnnaanssnnn s 85

[ll- Immunopathologie de la maladie du SOMMEil............coooeiiiiiiiiiii e, 87
1- Immunologie de 1a THA ... et e e e e eeeaaeeee 87
a- Inoculation du tryPanNOSOME............. e e e e et eeeeee e 87
o ISR o0 1 ] ] [T 1 1T o | 88

c- Evolution de la réaction immunologiqUE ........ceuuvvuviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeceeevieeneeas 38



- L'AULO-IMIMUNILE ..o s e e e 89

2- ROIES dES CYLOKINES ....cceiiiiiiiiiiiii e ettt e e e e e e e e e e e e ee e e e e eeeeeeerennnnes 94
3- Le rbéle du monoxyde d’azote (NO) dans les infect a trypanosome .............oeeeeeeee.. 95
4- Passage du parasite dans 1€ SNC........coueeeiiiiiiiiiiiiiee e eeevvereeee e 97
L0 ] 1 L O | PR 123
PATIENTS ET METHODES ..ottt st eeae e see e 125
I- Les prélevements chez les patients atteintsHi® T...............ccooeevviiiieeiiiiicccse e, 125
1- Mission en République CentraffiCaINe.... . . ooeeeeeeeeeeeeeeieieeeiiie e eeeeeeees 127
2- MiSSION €N ANQOIA ..ottt sttt e s eeeaa e s s e e e e e e e e e eeaas 129
3- MiISSION QU GADON ... e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaenne 131
4- Origines des SErums et LCR CONLIOIES ... eeeiieeieiiiiiiiiieee e e e eeaeaeeee e 132
[I- Le matériel DIOIOGIQUE .........uueii s e e e e e e e e e e e e e eee e e e eeeannnn s 136
1- LS trYPANOSOIMES ... . iiiiieiitieeeett e eemeae e et e e e et e e e et e e e et e e een e e aenmsa e e eena e eeennas 136
= L @ LT [ 1SR 136
b- Culture deT. b. bruceiAnTat 1.9,T. b. gambiens®BA et T. b. rhodesiensi Tat
0 OO PEET T 136
2- LBS SOUIS ...ttt eemmmm e e e e e e e e e et ettt et e e ettt a s e e e e eeeaaasseeeaeeeeaeeeeeennnnnes 136
[1- LES METNOUES ....evviieiiiiiiiiiiie e e e ettt et e e e e e e e e e eeeessss e s s eeeeeeeeaaeeaaeeas 137
1- Cytométrie en flux pour le typage lymphocytaite..........ccccevvvvvviiiiiiiiiieieeeeeee, 137
a- Marquage des lymphocytes du sang total ....ccccceevvveevvviiiviiiiiiiiiee e, 137
b- Marquage des lymphocytes du LCR......... e 137
c- Marqueurs utilisés sur les cellules du san@IELER.............ceevvvieiieeeeeeeeeeeiiiinnns 138
d- Réalisation de controles iISOtYPIQUES ....ccceeveeeeeeeeiieeeeeeeeeier e e e e e e 139
e- Lecture des échantillons au cytomeétre en fluXa........ovvvvveiiiiiiiiiiiieieeeeneee, 140
f- Analyse des résultats de la cytométrie en fluX..........ccooovveiiiiiiiiiiiiiie e, 141
2- Dosage des chémokines et d’lIg-dans le sérum et le LCR des patients............. 143
3- Recherche des auto-anticorps anti-galactocéi@la® et anti-neurofilament ............. 143
B E LIS A e e e e e e e e aan 143
D- DOt BIOT ... e 144
4- Dosage des protéines dans les serums et [eS.LCR.........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee. 145
5- Analyse glyCONPIAIQUE. ..........uuuueeiiieeeee it 145

a-Extraction des glycolipides derypanosoma b. bruceil. b. gambienseet T. b.

L0 Te (ST 1] LY =TT 145



b- Purification des glycolipides de b. brucei T. b. gambienset T. b. rhodesiense

.......................................................................................................................... 146
6- Détection de la glucosylcéramide synthase parunofluorescence indirecte........... 147
7- Dosage de If-glucosidase dans les trypan0SOMES ... eeeeeeeeeereirrnnnnnnnennns 147
8- Testdn vitro des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase.........ccccccccvvveeeenn.. 148
O- INFECLION ES SOUIIS ...ttt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e ee e et b bnnnnneesesebenn s 149
a- Testdn vivodes inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase....................... 149
b- IMMUNISALION @ SOUNS ....uvviiiiiiiiiiiiieeeeeeb et 149
- Préparation des lIPOSOMES...........ooi it 149
- Protocole d'immuniSation €t SUIVI .........uueeeemreiiiiiiiiiiiiiiiiee e 150
C- INfECtioN dES SOUNS €1 SUIVI.....coiiiiiiceeeee e 151
10- ANAlYSES StALISHIQUES ......oiiieee e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeee s e e e as 151
RESULTATS ..ttt etttk ettt ettt e et et et e s e e b e s et s e e esnbese s ebese e s enene s 153
1- Analyse lymphocytaire dans le sang et le LCRpignts atteints de THA................... 153
A- PTOTOCOIE ...ttt e e e e e e e e e e e e rnnnn et e e e e e e e e e e e e e e ana e 153
D- POPUIAtION ELUTIEE .......cceeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeeeeeennnnnes 154
c- Analyse du profil lymphocytaire dans 1€ SANG .. .coovveeeeeeeiiiiiiiiiiiiiii s 154
d- Analyse du profil lymphocytaire dans 1€ LCR e vveieiiiiiiei s 163
2- Analyse des chémokines et d’lB-&u cours de la THA ......ccooooiiiiiieiiiieeeeccee e 165
o Ol o oW1 F= T o] e =1 (1 Lo [ 165
b- Détection des chémokines d’IL-8, MCP-1, MIk-& RANTES et de IL{l chez les
QT2 KRR UPTTUPPRRRRTN 166
c- Taux d'IL-183, MCP-1, MIP-L, IL-8 et RANTES dans les sérums des patients.. 166
d- Taux d’IL-13, MCP-1, MIP-%, IL-8 et RANTES dans les LCR des patients....... 166
e- Corrélation entre le taux de chémokines etdéagmce du parasite dans le LCR.......... 171
f- Etude de la corrélation des chémokines danarg st le LCR des patients................ 173
- Dans le sérum (Tableau 16) :.......ovviiieiiiieieeeeeee e e e 173
-Dans e LCR (Tableau 17) ..o ae e e e e 175
3- Induction de I'apoptose vitro sur des cellules microgliales et endothéliales@&CR de
patients atteiNtS dE THA ... ... e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeenannes 177
4- Activation des cellules endothéliales en préseatetrypanosome africain..................... 186
5- TestS ELISA € DOt BIOL. ........cooiiiiiiiiie e 196
6- Résultats de I'analyse de la structure glycdigue du trypanosome.............cccccevvveeee 042

270



a- Mise en évidence du sucre et de 1a DaSe ......ceeeeeeee e 204

b- Marquage par immunofluorescence indirecte dgueosylcéramide synthase .......... 206
c- Dosage de l'activité de la glucosylcéramide BRBE ...............cccevvvvvviiiviniciiinee . 208
d- Inhibition de la synthese du glucosylcéramide...............ccceevrvviiiiiiiiiiccece s 209
e- Effet des inhibiteurs de la synthese du glua@Esgimiden Vivo.........cccccceeeeeeeeniinn, 211
f- Résultats de [limmunisation des souris par duucgsylcéramide et de
(o= 1F= (o (o Tod=T €= ] {0 1] o L= 212
g- Suivi de I'immunisation des souris par du gluydodramide...........ccoeeeevevvveeeeiiiiennnnns 321
DISCUSSION Lottt eremmmr et e et e e e et e e e et e e e et eaeennsaeeaetneeeesnnaaeees 215
CONCLUSION - PERSPECTIVES. ... oottt eeeee ettt e s men e e 230
BIBLIOGRAPHIE ...ttt ettt e e e e e e et e e e e nnssnee e e e e e e nnneees 232
SITES INTERNET CONSULTES.......outitiiteteeeeeemeeece e te st vestesae e nesnennse e 258
ANNEXES ... e e e e e e e e e en—— e 259
ANNEXES L oottt e e e e e e e e e e e aae 260
ANNEXES 2 ...ttt e e ettt e e e e e e e 261
TABLE DES MATIERES ..ottt seemme ettt ettt te e eae s neenens 267

271





