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La trypanosomose humaine africaine (THA) ou maladie du sommeil est provoquée
par Trypanosoma brucei gambiense (Afrique de I'Ouest et Centrale) et par 1. b.
rhodesiense (Afrique de I’Est), protozoaires flagellés a développement extracellulaire,

inoculés 4 I’homme par piqire d’une glossine (mouche tsé-tsé) (BAKER, 1995).

La THA sévit en Afrique intertropicale, dans une zone délimitée entre 14° de
latitude nord et 20° de latitude sud, qui correspond a la distribution géographique de son

vecteur, la glossine (figure 1) (MOLYNEUX et al.,1996).

Cette maladie mortelle en I’absence de traitement constitue un probleme majeur de
santé publique en Afrique, ou selon I’organisation mondiale de la santé plus de 60 millions
de personnes sont exposées au risque de contamination. Actuellement, on note une
recrudescence de cette affection avec, dans certaines zones endémiques, plus de 10% de la

population atteinte (KUZOE, 1993 ; CATTAND, 1994).

Les manifestations de la maladie du sommeil en Afrique sont connues depuis
longtemps, le Soudan occidental constitue I’un des foyers historiques connus parmi les plus
anciens (BADO, 1993). Les descriptions cliniques remontent au XVIIéme siécle, et
soulignent le symptéme le plus caractéristique, le sommeil ou plut6t un état léthargique

situé entre veille et sommeil.

La THA évolue en quatre stades parfois difficiles a séparer (DUMAS et
BOUTEILLE, 1996) : le premier stade fait suite & Iinoculation du trypanosome par la

glossine, il correspond & une induration locale au point de piqiire avec apparition
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Figure 1 : Répartition géographique de la maladie du sommeil 4
T. gambiense et T. rhodesiense

(VINCENDEAU et al, 1996b).



d’adénopathies satellites et dure de quelques _jours a trois semaines selon I’agent causal. Le
second stade correspond  la phase lymphatico-sanguine avec envahissement de I’organisme
par le trypanosome. Ce stade est caractérisé par I'importance des signes généraux, Iatteinte
préférentielle du coeur, la réponse du systéme réticulo-endothélial ; un début d’atteinte du
systéme nerveux central (SNC) peut étre noté dés ce stade. Le troisiéme stade ou phase de
polarisation cérébrale avec méningoencéphalite se développe lentement et insidieusement
pendant des mois ou méme des années aprés I'inoculation ; son diagnostic repose encore de
nos jours sur la présence de trypanosomes dans le liquide céphalo-rachidien ou d'une
cytorachie > 5 éléments/mm’. Elle correspond a une aggravation des signes neurologiques
et a lapparition de troubles du cycle veille-sommeil (BUGUET et al,1994 ;
VILLANUEVA, 1994). Sans traitement, survient le stade de démy¢linisation et la mort du

patient, souvent due & une infection intercurrente (cachexie terminale) (DUMAS, 1995).

Les mécanismes physiopathologiques de la THA ne sont pas encore completement
élucidés, mais ils semblent liés a I’incapacité du systéme immunitaire a €liminer le

trypanosome de I’organisme héte.

Des vagues de parasitémie se succédent, liées a I’apparition de parasites portant des
glycoprotéines variables de surface (GVS) antigéniquement différentes. Cette variation est
un des moyens permettant au trypanosome d’échapper aux défenses immunitaires, le
nouveau variant n’étant pas reconnu par les anticorps produits contre les GVS

antérieurement exprimées.

De plus, le trypanosome peut agir directement ou indirectement sur les cellules du

systéme immunitaire provoquant la synthése de cytokines, de monoxyde d’azote (NO) et



d’autres médiateurs (OLSSON et al., 1992). Le NO joue un réle primordial dans les
processus de neurotransmission (DAWSON et SNYDER, 1994) et dans les phénoménes de
défense immunitaire ; il pourrait donc représenter un médiateur commun a I’interaction
entre le trypanosome, le systéme immunitaire et le systéme nerveux. Le NO est impliqué
dans les mécanismes physiopathologiques de la trypanosomose expérimentale du rat ou son
augmentation cérébrale coincide avec sa baisse concomitante dans le sang périphérique
(BUGUET et al., 1996). L’augmentation du NO cérébral pourrait ainsi participer a la
perméabilisation de la barriére hémoencéphalique et permettre une infiltration de cellules
immunocompétentes qui pourraient activer les cellules astrocytaires et microgliales

cérébrales.

Le but de notre travail est de mettre en évidence une production de NO par des
cellules du SNC en présence de trypanosomes et/ou de cytokines. Pour atteindre cet
objectif, nous avons mis en place un modéle d’étude in vifro en réalisant des cultures de
cellules astrocytaires et microgliales, infestées ou non par une souche de 7'.b. brucei . Puis
nous avons mesuré la production de NO, dans le surnageant des cultures, sous diverses

conditions expérimentales. .
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A . ASPECTS ANATOMOCLINIQUES.

Les trypanosomes appartiennent a la famille des Trypanosomatidae (figure 2). Ce
sont des protozoaires flagellés sanguicoles a développement extracellullaire. Deux espéces
du genre Trypanosoma sont pathogénes pour I’homme : 7. b. gambiense, et 1. b.
rhodesiense (BAKER, 1995). L’infection est plus sévere et d’évolution plus rapide avec
atteinte cardiaque préférentielle et méningoencéphalite aigué dans la trypanosomose a 7. b.
rhodesiense ; elle est d’évolution chronique avec méningoencéphalite dans la

trypanosomose a 7. b. gambiense (DUMAS et BOUTEILLE, 1996).

Leur passage dans le SNC définit classiquement la phase méningo encéphalitique de
la THA (POLTERA, 1985). Cette phase se caractérise par un syndrome neuropsychiatrique
riche et complexe associant des troubles moteurs (troubles du tonus, atteinte de la mobilité
et mouvements anormaux), des troubles sensoriels, psychiques et des troubles de la
conscience et du sommeil (somnolence diurne et insomnie nocturne) (DUMAS et GIRARD,

1978).

Ces signes cliniques sont en partie liés a la pénétration des trypanosomes dans le
SNC. Les trypanosomes pénétrent le SNC par des voies encore mal définies, mais il
semblerait que les plexus choroidiens puissent constituer une voie d’entrée (PENTREATH,
1991). Les plexus choroidiens ont une structure vasculaire et sont issus des parois des
ventricules du cerveau (figure 3). Ils sont responsables de I’élaboration du LCR. Chaque

plexus choroidien est constitué de réseaux capillaires volumineux, a paroi fine et fenétrée.
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Figure 3 : Structure des plexus choroidiens

(ABOLARIN et al.. 1986).
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De cette maniére, les trypanosomes se répandent dans le LCR occupant I’espace sous
arachnoidien a partir duquel ils gagnent les espaces périvasculaires qui pénétrent le cerveau
(figure 4). Ainsi, les trypanosomes envahissent les méninges et le parenchyme cérébral,
expliquant I’apparition d’une méningoencéphalite avec développement d’un infiltrat

périvasculaire (DUMAS et GIRARD, 1978 ; GREENWOOD et WHITTLE, 1980).

Dans les modéles expérimentaux, chez les rats infestés par 7. b. brucei, la
pénétration des parasites dans le SNC se fait grice a laltération de la barriere
hémoencéphalique et se produit en priorité dans les zones les plus fragiles que sont les
plexus choroidiens et les régions périventriculaires (POLTERA, 1985 ; SCHULTZBERG et
al., 1988). Il semblerait que les signes neurologiques observés au cours de la THA soient
liés a ces localisations électives : troubles du sommeil par atteinte des noyaux
supraoptiques, syndrome extrapyramidal par atteinte des aires striées, troubles des
sensibilités subjectives par atteinte du thalamus, troubles des fonctions endocriniennes par
atteinte de la région hypophysaire sous-hypothalamique (DUMAS et BOA, 1988). Cette
pénétration du SNC se fait précocement dans la maladie (PHILIP et al., 1994). Dans les
plexus choroidiens, la localisation des trypanosomes est controversée, mais ils restent
extracellulaires bien que des formes amastigotes aient été décrites dans les cellules
épendymales (ABOLARIN et al., 1982, 1986 ; ORMEROD et HUSSEIN, 1986) et

pourraient étre a I’origine de rechutes (JENNINGS et al., 1979).

Sur le plan immunohistochimique, au stade méningoencéphalitique on observe chez
’homme la présence d’une réaction inflammatoire avec un important infiltrat cellulaire
périvasculaire. Ces infiltrats se retrouvent surtout au niveau du systéme veineux sous forme
d’épais manchons engainant les vaisseaux et diffusant aussi en plein parenchyme nerveux

(PENTREATH, 1995). Ces infiltrats sont constitués de lymphocytes, de plasmocytes, des
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cellules de Mott caractéristiques et de rares polynucléaires (GREENWOOD et al., 1976).
Les lésions atteignent les méninges, le cortex cérébral mais aussi la substance blanche sous
corticale surtout autour du 3éme ventricule et du cervelet. A ces infiltrats s’ajoute une
réaction gliale avec activation astrocytaire et prolifération de la microglie. Progressivement
apparait une démyélinisation secondaire aux lésions inflaimmatoires (DUMAS et

BOUTEILLE, 1996).

Sur les modeéles animaux, 'infiltrat cellulaire, composé de plasmocytes, de cellules
de Mott, de lymphocytes T, forme des manchons périvasculaires et peut étre accompagné
de dégénérescence neuronale (POLTERA, 1980). Parallélement a ces infiltrats et a la
présence des trypanosomes, on note une infiltration de lymphocytes T CD8+ et de
macrophages dans les structures périventriculaires, ainsi que I’expression des antigenes du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I sur les cellules de ces structures et sur les
cellules neuronales des noyaux hypothalamiques supraventriculaires et supraoptiques
(BENTIVOGLIO et al.,1994a ; PHILIP et al., 1994). Ces neurones seraient activés par voie
rétrograde a partir de leurs terminaisons dans la neurohypophyse et I’éminence médiane

exposées aux trypanosomes.

La réaction inflammatoire initiale peut entrainer des réactions immunitaires avec
destruction des antigénes du soi, réaction croisée avec des antigénes communs aux
trypanosomes et au systéme nerveux, suivies du développement d’une réponse de type

autoimmun.
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B. TROUBLES DES RYTHMES CIRCADIENS DANS LA THA.

1. Troubles du sommeil.

Dans la phase méningoencéphalitique, les troubles du sommeil soulignés depuis les
plus anciennes descriptions sont au premier plan. La trypanosomose réalise des atteintes
plus ou moins complétes, dissociées ou globales de la fonction vigile (COLLOMB, 1957).
Tous les états intermédiaires entre vigilance parfaite et état comateux peuvent s’observer.
La maladie du sommeil a eu a tort, pendant des années une connotation d’hypersomnie,
cette impression venant du fait que les patients étaient agités la nuit et somnolents le jour

(BUGUET et al., 1994).

L’organisation du sommeil normal présente 3 états de vigilance représentés par
I’éveil, le sommeil orthodoxe (4 stades, les stades 3 et 4 formant le stade lent profond) et le
sommeil paradoxal. L’enregistrement polyhypnographique représente le seul moyen de
différencier avec certitude les états de vigilance. Cette technique comporte au minimum le
recueil de I’électroencéphalogramme, de I’électromyogramme des muscles du menton et de

I’électrooculogramme.

L’enregistrement polyhypnographique de 24 heures peut en effet préciser le trouble
de la distribution veille-sommeil au cours de la THA ; ceci a été réalisé en 1989 sur un
patient en phase terminale au Niger puis en Cote d’ivoire et au Congo (BUGUET et al,,
1994). Cette étude a retrouvé les perturbations du rythme circadien du cycle veille sommeil.

Le sujet atteint de THA s’endort fréquemment mais peu de temps a la fois. Le sommeil et
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I’éveil tendent a étre répartis de fagon homogeéne la nuit et le jour. Il existe une alternance
veille sommeil en cycles d’autant plus courts que les malades sont gravement atteints. Le
sommeil débute le plus souvent par du sommeil paradoxal. Malgré ces altérations, la durée

totale du sommeil reste normale.

2, Troubles hormonaux.

Au stade avancé de la THA, d’autres rythmes circadiens sont perturbés, notamment
les rythmes de sécrétion d’hormones comme le cortisol, la prolactine (RADOMSKI et al.,
1994, 1995). Contrairement aux rythmes hormonaux précédents, la sécrétion de mélatonine
par la glande pinéale n’est pas affectée et reste semblable a celle des sujets sains, ¢’est-a-dire
produite la nuit et inhibée le jour (BUGUET et al., 1995). Cette constatation est conforme &
la notion que la glande pinéale parait peu atteinte lors de la THA. Par ailleurs, chez la souris
infestée par 7. b. brucei , on remarque une perturbation de la synthése des
neurotransmetteurs au niveau cérébral, avec une augmentation du taux de dopamine et de

noradrénaline au 50 éme jour de I'infestation (AMOLE et al., 1989).

La maladie du sommeil constitue un trouble majeur des rythmes hormonaux et du
cycle veille sommeil proportionnel a la gravité de l'atteinte. Cette altération des rythmes
circadiens, réversible sous traitement, et ’absence de perturbation de la sécrétion de
mélatonine considérée comme le synchroniseur endogéne des rythmes circadiens sont en
faveur d’une altération de ’oscillateur circadien principal : les noyaux suprachiasmatiques

ou une voie efférente (BUGUET et al., 1995).
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C. IMMUNOLOGIE ET IMMUNOPATHOLOGIE DE LA THA.

Lors de la trypanosomose africaine, on observe une profonde dysrégulation du
systtme immunitaire avec hypergammaglobulinémie, présence d’autoanticorps et
immunodépression. D’autre part, on remarque des vagues de parasitémie successives, lices

a I’apparition de trypanosomes antigéniquement différents.

1. Réle du trypanosome.
1.1 Les glycoprotéines variables de surface (GVS).

Les trypanosomes possédent un manteau d’environ 15 nm d’épaisseur qui les
recouvre presque entiérement. Ce manteau est homogene et constitué d’une glycoprotéine
de surface qui peut varier de structure en donnant naissance 4 une glycoprotéine différente
d’ou son nom de GVS. Ainsi, les trypanosomes peuvent changer la composition de leur
GVS pour échapper a la réaction immunitaire. Cette caractéristique est rendue possible par
I’expression sélective d’un géne codant pour des GVS immunologiquement distinctes qui
entraine I'apparition de parasites antigéniquement différents, les variants antigéniques
(VICKERMAN, 1985). L’organisme élabore des anticorps contre le type majoritaire de
GVS qui favorise la destruction successive des variants antigéniques. Cependant cette

variation antigénique empéche I’acquisition d’une véritable immunité protectrice (limitant la
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conception d’un vaccin) et stimule de fagon permanente le systéme immunitaire entrainant

son déréglement.

Les GVS posseédent la propriété d’induire la synthése de certaines cytokines comme
I’interleukine 1 (IL-1) ou le « Tumor Necrosis Factor a » (TNF-at) par les macrophages. Le
TNF-o favorise I'immunosuppression mais posseéde aussi des propriétés trypanostatiques,
limitant une prolifération trop rapide des trypanosomes (LUCAS et al., 1993). D autre part,
chez les patients atteints de THA, on observe une augmentation des taux sériques de TNF-a

qui sont corrélés avec I'intensité des signes cliniques (OKOMO-ASSOUMOU et al., 1995).

1.2 Facteurs libérés par le trypanosome.

Le trypanosome peut agir indirectement sur le systéme immunitaire par ses produits
de sécrétion ou de dégradation. Ainsi, une molécule de poids moléculaire compris entre 41
et 46 kDa, appelée «Trypanosome-released Lymphocyte Triggering Factor» (TLTF)
induirait la synthése d’interféron gamma (IFN-y) par les lymphocytes T CD8+, cet IFN-y

favorise la croissance du parasite (figure 5) ( OLSSON et al., 1992).

Récemment, des études chez des souris infestées par 7. b. brucei ont montré
I'implication de 'ITFN-y dans I"immunosuppression observée lors de 'infection (DARJI et

al., 1996).



Figure 5 : Role du TLTF dans ’immunopathologie de la
trypanosomose
( VINCENDEAU et al.. 1996)
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2. Dysrégulation du systéme immunitaire.
2.1. Implication des lymphocytes B.

Dans la THA, on observe une activation polyclonale des lymphocytes B avec
hypergammaglobulinémie et production d’autoanticorps. La stimulation antigénique
permanente (due aux GVS) induit une production constante non spécifique
d’immunoglobulines de classe M (Ig M) dans le sérum et le LCR (par synthese intrathécale
et passage de protéines plasmatiques par augmentation de la filtration) (PHILIP et
al.,1994). Leur concentration sérique atteint au minimum 4 fois le taux normal, ce qui fait
du dosage des Ig M un moyen diagnostique et de dépistage (MATTERN, 1968 ; VAN
MEIRVENNE et LE RAY, 1985). Une faible partie des anticorps est dirigée contre les

antigénes parasitaires.

De nombreux autoanticorps ont été décrits dans la THA parmi lesquels des anti-
érythrocytes, des anti-noyaux, anti-muscles lisses et striés, anti-immunoglobulines et des
anticorps dirigés contre les constituants du systéme nerveux. Chez des souris infestées, on
retrouve des anticorps anti-neurones de 1’hippocampe, du thalamus et du cortex cérébral

(POLTERA, 1980).

Chez ’homme on retrouve des taux sériques €élevés d’anticorps contre une protéine
myélinique cérébrale non caractérisée (ASONGANYI et al, 1989), d’anticorps anti-
galactocérébrosides (composant lipidique de la myéline) (AMEVIGBE et al,, 1992) et
d’anticorps anti-neurofilaments (AYED et al., 1996). Ces anticorps sont plus fréquents chez
les patients avec atteinte cérébrale. Il a été mis aussi en évidence des anticorps anti-

tryptophane-« like » dont le taux augmente avec I’évolution de la maladie et la présence de
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signes neurologiques ; ces anticorps n’ont pas été décelés dans d’autres maladies

(Parkinson, Chagas) (OKOMO-ASSOUMOU et al., 1995).

La présence d’anticorps dirigés contre des constituants du systéme nerveux central
pourrait contribuer a la physiopathologie de I’encéphalite de la THA et leur apparition

pourrait étre due a :

- une réactivité croisée entre des déterminants antigéniques du parasite et des
constituants du SNC, entrainant une rupture de la tolérance au soi et I’apparition de ces

anticorps (VINCENDEAU et al., 1996a).

- la libération d’autoantigénes due a des phénomeénes cytotoxiques (induits par le
parasite lui-méme, ou par réaction inflammatoire) ; ces autoantigénes traverseraient la
barriére hémoencéphalique altérée. Ce passage a travers la barriere hémoencéphalique
aboutirait a la mise en présence des autoantigénes et des effecteurs de la réponse

immunitaire (PENTREATH, 1995).

Cependant, la responsabilité du role de cette réponse auto-immune dans la

neuropathologie n’est pas clairement établie.

Des complexes immuns circulants, formés par des antigénes parasitaires et des
anticorps (produits par activation polyclonale des lymphocytes B), circulent dans le sang et
peuvent se déposer dans de nombreux tissus et entrainer des réactions
immunopathologiques (POLTERA, 1980). Ces complexes peuvent activer le systéme du
complément, entrainer des lésions vasculaires et une coagulation intravasculaire disséminée
(GREENWOOD et WHITTLE, 1980). On retrouve des taux élevés de complexes immuns

dans le sang et le LCR de patients atteints de THA. Certaines études ont montré le dép6t
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d’immunoglobulines et de C3 au niveau des plexus choroidiens et de plusieurs zones

cérébrales chez des souris infestées (POLTERA, 1980).

Cependant, aucune infiltration de polynucléaires neutrophiles caractéristique des
maladies 4 immuns complexes n’a été retrouvée dans la THA (GREENWOOD et

WHITTLE, 1980).

2.2 Implication des lymphocytes T.

Lors de linfection a 7. b. brucei chez la souris, on observe une diminution de la
production d’interleukine 2 (IL-2), cytokine jouant un réle crucial dans la régulation de la
prolifération lymphocytaire T, ainsi qu’une baisse de I’expression du récepteur spécifique de
I'TL-2. Le déficit du récepteur de I'IL-2 a pour conséquence une baisse de la réponse
proliférative des lymphocytes T et donc une immunodépression. Cette immunodépression
est révélée par une plus grande sensibilité aux autres maladies infectieuses et parasitaires qui
représentent des facteurs d’aggravation de [I’évolution de la trypanosomose

(VINCENDEAU et al., 1996a).

Il semblerait que I’événement initial soit une activation macrophagique directe par
contact avec le trypanosome, entrainant une modification du réseau des cytokines produites
par les lymphocytes T avec une hyperproduction d’IFN-y et une baisse de I'IL-2

(SILEGHEM et al., 1994).

Récemment, on a montré qu’un facteur soluble provenant de 7. b. brucei était
capable de supprimer I’expression du récepteur a I'IL-2 sur des cellules mononucléées

sanguines humaines (OLSSON et al., 1992).
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Pendant la trypanosomose expérimentale chez les rats, on note une infiltration
lymphocytaire T CD8+ dans de nombreux tissus (ganglions de la racine postérieure et
organes périventriculaires). La déplétion des lymphocytes T CD8+ par un anticorps
monoclonal anti-CD8 entraine une diminution de la parasitémie et une augmentation de la
survie des rats infestés (OLSSON et al.,, 1992). On sait que 7. b. brucei interagit avec les
lymphocytes T CD8+ par I'intermédiaire d’une molécule, le TLTF. Sous I’action du TLTF,
les lymphocytes produisent de 'IFN-y favorisant la croissance des trypanosomes. De plus,
le TLTF induirait la synthése d’une molécule IFN-y « like » par les neurones situés dans les
ganglions des racines postérieures, molécule qui stimulerait la croissance du trypanosome
(BENTIVOGLIO et al., 1994b). Des trypanosomes sont situés dans les ganglions
sensoriels, ce qui explique I’hyperalgie a la chaleur des rats infestés (WIESENFELD-
HALLIN et al., 1991). L’injection intrathécale d’IFN-y chez le rat détermine une phase
prolongée de facilitation du réflexe nociceptif en flexion, qui peut étre partiellement bloqué
par Iester de nitro-L-arginine, un inhibiteur de la NO synthase. Ceci montre que les effets
nociceptifs de ’IFN-y sont une médiation liée a I’activation de la voie métabolique L-

arginine-monoxyde d’azote (NO) (KRISTENSSON et al., 1994).

Chez ’homme, I'TFN-y recombinant humain stimule la croissance de souches de 7.

gambiense et T. rhodesiense isolées chez des patients (BAKHIET et al., 1996).

A part son rdle direct sur la croissance des trypanosomes, I'IFN-y pourrait affecter
indirectement la survie du parasite chez I’hdte. En effet, une hyperproduction d’IFN-y induit
une immunosuppression lors des réactions du greffon contre I’'hdte (CREPEL et

LEMAIRE, 1995) et peut aussi inhiber la prolifération lymphocytaire T.
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2.3 Role des macrophages.

Les macrophages jouent un role déterminant dans la réponse de 1’hdte aux infections
par des protozoaires (BLACKWELL et ALEXANDER, 1983 ; ASH, 1991). Les
macrophages activés peuvent sécréter de nombreux médiateurs, incluant des cytokines
proinflammatoires ou cytotoxiques, des prostaglandines, des dérivés actifs de 'oxygene et

de I’azote.

Par leur abondance, leur distribution et leur mobilité, les macrophages peuvent
influencer presque chaque aspect des réponses inflammatoires et immunitaires (LASKIN et
PENDINO, 1995). Ils peuvent détruire les parasites directement par phagocytose et lyse par

production de dérivés oxygénes.

Mais ils peuvent agir indirectement par synthése de cytokines, parmi lesquelles le
TNF-a.. Lors des infections expérimentales a 7. b. brucei chez la souris, on retrouve une
hyperproduction de TNF-a.. Le TNF-a a une action trypanolytique, ainsi, le traitement de
souris infestées avec des anticorps anti-TNF-o. a pour conséquence une augmentation
significative du nombre de parasites (LUCAS et al., 1993). L’induction du TNF-a. par les

trypanosomes semble paradoxale, mais en fait le TNF-o pourrait représenter un mécanisme

d’autoprotection contre une croissance trop rapide du parasite et la mort précoce de I’hdte.

Chez les patients atteints de THA, on constate une augmentation importante des
taux de TNF-o. sériques et il existe une corrélation entre I'intensité des signes cliniques et
I’augmentation des taux de TNF-oo (OKOMO-ASSOUMOU et al., 1995). Le TNF-a est
aussi impliqué dans la physiopathologie de la maladie de Chagas provoquée par

Trypanosoma cruzi (SILVA et al., 1995 ; FONTT et VRAY, 1995). Le TNF-a est
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" responsable de la cachexie observée dans les maladies chroniques inflammatoires

(TRUYENS et al., 1995).

D’autre part, le TNF-o a la propriété d’étre pyrogéne par action directe et par
induction de la synthése d’IL-1. Récemment, des études in vifro, ont montré que le TNF-o
jouait un role dans la synthése de I'IFN-y par les lymphocytes T CD8+, et qu’en synergie

avec d’autres facteurs macrophagiques, il inhibait les réponses prolifératives lymphocytaires

T CD4+ et CD8+ (DARIJI et al., 1996).

Lors de I’activation macrophagique, une enzyme induite la NO synthase (NOS),
métabolise la L-arginine en citrulline et en NO qui posséde des propriétés antitumorales et
antiparasitaires (JAMES et HIBBS, 1990 ; SHELLITO et al., 1996). Il existe 3 isoformes

essentielles de NOS (FUKUTO et CHAUDHURI, 1995) :

- deux isoformes constitutives, cytosoliques, calcium dépendantes, trouvées dans les
neurones (NOS-I) et les cellules endothéliales (NOS-III), interviennent dans les processus

physiologiques ;

- une isoforme inductible (NOS-II), cytosolique, indépendante de I’entrée de calcium
dans la cellule mais activée par certaines cytokines, trouvée dans les macrophages et les
cellules microgliales, intervient dans les phénoménes pathologiques en produisant de
grandes quantités de NO (DING et al., 1988 ; MONCADA et al, 1991 ; ZHANG et

SNYDER, 1995).

Cette voie métabolique a été bien caractérisée dans les macrophages murins, un des
mécanismes d’action du NO passe par une liaison avec le fer de la cellule cible qui aboutit a

la formation de complexes nitrosylés inactivant les enzymes contenant du fer.
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Ainsi le NO a une activité trypanostatique sur 7. gambiense et 1. b. brucei
(VINCENDEAU et al,, 1992). Chez le rat infesté, on retrouve une diminution du NO
sanguin probablement d’origine macrophagique, laissant ainsi le trypanosome se multiplier
(BUGUET et al., 1996). Récemment, le rdle du NO a été mis en évidence dans Iactivité
leishmanicide des macrophages humains, prouvant que cette voie existe bien chez I’homme
(MOSSALAYI et al., 1995). Le NO semble aussi jouer un role dans la physiopathologie du
paludisme a la fois chez les souris et chez les hommes (JACOBS et al., 1995, 1996 ;
KREMSNER et al., 1996 ; COT et al., 1996). Par ailleurs, I’inhibition de la croissance de
Toxoplasma gondii semble liée a I'activation de la voie du NO dans les macrophages de

souris (DAUBENER et al., 1996)

La régulation de la synthése du NO par les macrophages est en partie liée a I"action
de 'TFN-y et du TNF-o. (JACOBS et al., 1996). Les infections a trypanosomes stimulent les
cellules immunitaires & produire de 'IFN-y et du TNF-a qui, en retour, activent les
macrophages a produire du NO (DAULOUEDE et al., 1994). D’autre part , outre son role
cytostatique, le NO inhibe la prolifération lymphocytaire T et participe donc a

I’immunosuppression (STERNBERG et MABBOTT, 1996).

3. Atteinte immunopathologique du systéme nerveux.
3.1 Modifications du liquide céphalorachidien.

L’atteinte du SNC est un événement précoce dans la physiopathologie de la
trypanosomose. Cependant, le LCR n’est pas un environnement favorable pour la survie des
parasites, surtout dans la phase méningoencéphalitique ou il contient de nombreux

lymphocytes et une importante quantit¢ d’immunoglobulines, surtout des IgM
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(PENTREATH, 1995). L’augmentation des IgM est due a leur synthése intrathécale locale

et 4 une augmentation du passage des protéines plasmatiques (PHILIP et al., 1994).

Dans le LCR de patients atteints de trypanosomose, & la phase cérébrale on observe
aussi une perturbation de la production des médiateurs lipidiques inflammatoires que sont
les prostaglandines. Les prostaglandines agissent comme des régulateurs locaux de la
réponse inflammatoire et des autres composants de la réponse immunitaire. Ainsi, on
retrouve une augmentation de la production de PGD2 dans le LCR de patients a la phase
méningoencéphalitique (PENTREATH et al,, 1990). In vitro, des études ont montré la
production de PGD2 par les fibroblastes et les astrocytes de rat en présence de lysats de 7.
b. brucei (ALAFIATAYO et al., 1994). Chez les souris infestées par 7. b. brucei, la
sécrétion de prostaglandines par les macrophages est responsable en partie de la diminution
de synthése de I'IL-2 et donc joue un role dans I'immunosuppression (SILEGHEM et al.,
1991). Les perturbations de la production des prostaglandines pourraient étre impliquées
dans les modifications du réseau des cytokines dans la THA et dans les troubles du sommeil
(en effet, les récepteurs spécifiques de PGD2 se trouvent dans I’aire cérébrale préoptique

qui est un des centres régulateurs du sommeil) (ALAFIATAYO et al., 1994).

D’autre part, chez les souris infestées (PENTREATH, 1994) et chez les patients en
phase cérébrale on observe des taux élevés d’endotoxines dans le sérum et le LCR
(PENTREATH et al., 1996). L’origine de cette hyperproduction n’est pas clairement
définie et pourrait étre une conséquence de Iésions intestinales ou hépatiques et du parasite
lui-méme (ALAFIATAYO et al., 1993). L’augmentation des endotoxines doit certainement

contribuer aussi 4 la physiopathologie de la maladie.



29

3.2 Role des astrocytes et de la microglie.

Au stade méningoencéphalitique chez I’homme, on observe une réponse
inflammatoire importante caractérisée par une infiltration cellulaire non spécifique et diffuse
des leptoméninges et des espaces périvasculaires du parenchyme cérébral périventriculaire

(BENTIVOGLIO et al. , 1994b).

Actuellement, le SNC n’est plus considéré comme un site privilégié sur le plan
immunologique, protégé des réactions immunitaires par la barriére hémoencéphalique et

I’absence de drainage lymphatique (SELMALJ, 1996).

Il est certain que les lymphocytes T activés peuvent traverser la barriere
hémoencéphalique et que les cellules gliales comme les astrocytes sont des €éléments
essentiels dans I’interaction entre le systéme nerveux et le systéme immunitaire (figure 6)
(PENTREATH, 1989). Dans le SNC, la premiére réponse & une agression est une activation
astrocytaire (EDDLESTON et MUCKE, 1993). Dans le SNC, il est essentiel qu'un agent
infectieux soit éliminé rapidement, mais aussi que la réaction immunitaire soit restreinte au
minimum.

Les astrocytes répondent & de nombreux stimuli au niveau cérébral (invasion par des
agents infectieux, des substances toxiques ou des traumatismes) par un phénomeéne appelé
astrogliose. Cette réponse n’est pas stéréotypée mais varie en durée et en importance en
fonction du stimulus (NORTON et al., 1992). L’activation des astrocytes se caractérise par
des modifications de leur phénotype avec augmentation de la synthése de nombreuses
enzymes et cytokines (EDDLESTON et MUCKE, 1993). Les astrocytes agissent comme
des cellules immunitaires accessoires, en collaboration avec la microglie et d’autres types

cellulaires et entrainent une réaction inflammatoire dans le SNC (HERTZ, 1990).



Figure 6 : Implication des astrocytes dans la réponse
inflammatoire
(PENTREATH, 1989)

A ! Figure représentamt les relatons entre les astrocytes (A), les capillaires cérébraux (C) et les
neurones (N). Les fléches montrent les prolongements cytoplasmiques terminaux des astrocytes.

B: Figure représentant |'interface sang / systéme nerveux central.

Les péricvies (P) peuvemt étre des précurseurs de cellules microgliales. Les proiongememts
cvtoplasmiques des astrocytes (A) forment une couche conmtinue autour des vaisseaux sanguins
cérébraux. Les lymphocytes T activés (T) peuvent traverser |'endothélium (En) et la membrane basale
(MD) et sont alors directement en contact avec les astrocvtes. La svnthése de meédiateurs ( IL-1, [FN,
PGE) par les astrocvies et les lvmphocyies peut : (1) entretenir une réponse inflammatoire locale avec
prolifération lymphocytaire, (2) induire localement la prolifération astrocytaire ou (3) penctrer dans le
svstéme sanguin et favonser |"entree d’autres lymphocytes.

30
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Dans la trypanosomose humaine et expérimentale (STEVENS et MOULTON,
1977) une astrogliose marquée a été souvent mise en évidence. Les astrocytes en tant que
cellules présentatrices d’antigénes et productrices de cytokines pourraient initier et réguler
la réponse inflammatoire cérébrale observée a Iinterface sang/cerveau lors de la
trypanosomose (PENTREATH, 1989). Chez les souris infestées par 7. b. brucei, on note
une astrogliose importante apparaissant avant tout autre signe de réaction inflammatoire
cérébrale, suggérant que les astrocytes pourraient initier la réaction inflammatoire
(HUNTER et al., 1992). L’activation astrocytaire est accompagnée par une augmentation
de la synthése d’IL-1, de TNF-a et d’IL-6, cytokinés proinflammatoires et de « granulocyte
macrophage colony stimulating factor »(GM-CSF) (GUILLEMIN et al., 1996). In vitro, les
astrocytes répondent a la présence de 7. b. brucei par des modifications morphologiques,
une augmentation de I’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité et
I'augmentation du taux de la protéine gliale fibrillaire acide (GFAp), indicateur de
I’activation astrocytaire en culture (PENTREATH, 1994 ; LEE et al.,, 1995). D’autres
études ont montré une hyperproduction de PGD2 et PGE2 par les astrocytes en présence de
lysats de 7. b. brucei (ALAFIATAYO, 1994). L’augmentation des prostaglandines D2 et de
I’IL-1, élaborées par les astrocytes, peut en partie expliquer les troubles du sommeil de la
THA puisque ces molécules ont des propriétés somnogéniques.Par ailleurs, la capacité des
astrocytes a synthétiser des prostaglandines est importante pour réguler la réponse

inflammatoire dans le SNC.

Les astrocytes activés favorisent la croissance des cellules microgliales et leur
différentiation (LEE et al., 1995). La microglie est ’équivalent physiologique cérébral des

macrophages tissulaires. Les cellules microgliales se différencient et proliférent dans les sites
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inflammatoires cérébraux. Ces cellules paraissent jouer un role dans la défense de 1'hdte,
elles ont en effet de nombreux caractéres communs avec les macrophages périphériques
comme la production de cytokines, la phagocytose, I’expression des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité, et la synthése de NO apres activation par des cytokines (CHAO
et al., 1992 ; GIULIAN et CORPUZ, 1993). Les cellules microgliales produisent de IL-1 et
du TNF-o, cytokine dont I’action est impliquée dans les complications cérébrales du
paludisme (BANATI et al., 1993). D’autre part, IL-1 et TNF-a. contribuent de fagon
synergique (par activation de la voie du NO) a la neurotoxicité observée dans plusieurs

maladies inflammatoires neurologiques (CHAO et al., 1995).

Le monoxyde d’azote joue un role important dans la physiologie des systeémes
cardio-vasculaire, nerveux et de la réponse immunitaire (MONCADA et al, 1991 ;
DAWSON et SNYDER, 1994). Le NO peut étre impliqué dans les mécanismes
physiopathologiques de la THA au niveau cérébral. Le NO, synthétisé a partir de L-
arginine, est oxydé sous forme de nitrites (NO;) ou nitrates (NO3') avec libération de
citrulline. Cette réaction est catalysée par les trois isoformes de la NOS, les constitutives et

I’inductible.

Chez I’homme et le rat, les astrocytes possédent 2 isoformes de la NOS, une
constitutive et une inductible (MURPHY et al., 1993). Mais il semblerait que les cytokines
induisant 1’expression de la NOS inductible soient différentes pour ces deux especes
(BROSNAN et al., 1994 ; LEE et al, 1995). Les cellules microgliales comme les
macrophages possédent une NOS inductible et sont capables de produire du NO apres

stimulation par de I'TFN—y (ZIELASEK et al., 1992 ; MURPHY et al., 1993) (figure 7).
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Dans la trypanosomose expérimentale du rat, on trouve une augmentation du NO,
mesurée par voltamétrie (CESPUGLIO et al., 1996 ; BUGUET et al., 1996) au niveau du
cortex cérébral. Cette augmentation est proportionnelle 4 la durée d’évolution de la maladie
et pourrait étre impliquée dans la perméabilisation de la barriere hémoencéphalique,
permettant Dinfiltration de cellules immunocompétentes, I’entretien de la réaction
inflammatoire et la pérennisation des dysfonctionnements intervenant dans la

symptomatologie clinique de la maladie (figure 8).

3.3 Encéphalopathie réactionnelle.

L’étiologie de I’encéphalopathie post-thérapeutique, survenant chez 5 a 10% des
sujets traités par le mélarsoprol, dérivé arsenical, reste mal connue. Ce produit traverse la
barriéere hémoencéphalique et est utilisé en phase de polarisation cérébrale, permettant
I’élimination des trypanosomes du SNC. Le traitement semble provoquer une subite
aggravation des lésions inflammatoires et ’appatition d’une encéphalopathie oedémateuse
avec suffusions hémorragiques qui entraine trés fréquemment le décés du patient (ARROZ,

1987 ; PEPIN et al., 1994).

Cette complication thérapeutique pourrait étre due a la libération massive
d’antigénes parasitaires provenant de la lyse des trypanosomes dans le SNC et provoquant

une violente réponse immunitaire (PENTREATH, 1995 ; SCHMIDT et BAFORT, 1985).

D’autres auteurs considérent que cette complication serait provoquée par
I’élimination rapide des trypanosomes dans le sang périphérique et a leur persistance dans le
SNC, permettant ainsi aux cellules immunitaires de se concentrer sur I’élimination des

parasites cérébraux (JENNINGS et al., 1989).
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A. CONDITIONS EXPERIMENTALES DE CULTURE.

1. Culture des trypanosomes.

Nous avons travaillé avec la souche de 7. b. brucei AnTat 1-9 fournie par I’Institut
de Médecine Tropicale Prince Léopold d’Anvers (Belgique) et conservée au laboratoire

sous forme de cryostabilat dans I’azote liquide.

Cette souche a été adaptée en culture dans un milieu semi synthétique acellulaire
(BALTZ et al, 1985). Ce milieu permet une multiplication des trypanosomes qui
conservent leurs caractéres biochimiques, morphologiques et leur pouvoir infectieux.
Récemment, 1’addition de bathocuproine sulfate et de L-cystéine s’est révélée intéressante
dans le maintien in vitro a long terme des trypanosomes (HIRUMI et HIRUMI, 1989). La
bathocuproine limite les effets toxiques du peroxyde d’hydrogéne produit par

’autooxidation de la L-cystéine (HIRUMI] 1994).

1.1 Composition du milieu.

- Minimum essential medium avec sels de Earle (MEM, laboratoire FIOW)..........c.cocoooiieiieeinn, 9,68
D 111111110 5 [ e T e 300mg
- Acides aminés non essentiels (FIow) X100..........cccccoviniineeniemisioiinessiensisssrsimssiesssesmnn 10ml
« Hepes poudre (FLOW).......ccoerenesenssiisssseiinsiasiesassionisstasssisiassasmssnssns S4samaasinassssssosssaissasinsassssne 5,95g
= GIICOSE (PEOTABOY. . oneonsseesens sessansnassnrsnsaniisssss SEaaTEa SRR IR TR s TSR H ST SR A LR A T A R S0 2g
s INAHCOSMETCK).. .o rorssrmssmnsnsssssonsessansnsnnssomsmmarmrens annn s s L8 Eo oo B e BT TR PR S VA BN 2.2g
- Pyruvate de sodium(2mM finale) (S€rva)...........coeviviiinnineninnns s 220,10mg
- Hypoxanthine(0, 1mM finale) (Aldrich)............cccoiiiiiiii e 13,61mg
g0 0 R b E S RN T R —— 3.90mg
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Ajuster le pH a 7,3 avec du NaOH 5N.
Puis filtrer de fagon stérile sur filtres a pores de diameétre 0,22pm (Falcon)

Au moment de I’emploi, ajouter :

SPENICIIITRIG. ... ceosenmmmns monneesmessssasansssmmnsmsnss s i T e P S A S ST T T 150 U1
- 2 Mercaptoéthanol 100mM (0,5 mM finale)........ccooovvveiiiiniiii 50u1/10ml
- Sériim sterile de cheval (GICO), « v mimsisanams s s s s s b 20% (v/v)

Modification du milieu de Baltz par adjonction au moment de I’emploi de :

- Bathocuproine sulfate 50mM (0,05mM finale) (Sigma)...........ccooveiiniininininieee 10pl/10ml
- L-cystéine 300mM (1,5mM finale) (SigMAa)..........cococernserrsrsonresssessrssnonsasarassnssnsnssasessses 50p1/10ml

Les solutions de mercaptoéthanol, agent réducteur nécessaire a la croissance des
trypanosomes, ne sont pas stables. Il convient donc de réaliser des solutions stocks a

100mM, de les conserver a +4°C et de les renouveler tous les mois.

1.2 Adaptation en culture des trypanosomes sanguins.

Les trypomastigotes de 7. b. brucei AnTat 1-9 nécessitent une phase d’adaptation
sur des macrophages péritonéaux de souris avant leur culture continue en milieu semi

synthétique acellulaire.
1.2.1 Isolement et maintien en culture des macrophages péritonéaux de souris.

Des souris, indemnes de toutes infections sont endormies a I’éther. Elles sont
exsanguinées par décapitation. La cavité péritonéale est lavée par 4 ml d’une solution stérile
de saccharose 0,34M contenant 150UI/l d’héparine. Le lavage péritonéal est ensuite

centrifugé 10 minutes 4 3000 tr/min. Le culot est repris par du milieu de culture.



40

Aprés comptage des macrophages en cellule de Malassez, la suspension est ajustée a
10’ macrophages par ml. Des plaques & 24 puits pour culture cellulaire (Multiwell Falcon)
sont utilisées. Chaque puits est rempli avec 1 ml de la suspension de macrophages. Les
plaques sont ensuite incubées a 37°C sous 5% CO,. Douze heures plus tard, les puits sont
lavés pour ne laisser que les cellules adhérentes, 1 ml de milieu neuf est ajouté. Apres douze
heures d’une nouvelle incubation, un tapis de macrophages est obtenu et les puits peuvent

étre infestés par des trypanosomes.

1.2.2 Mise en culture des trypanosomes.

Des souris infestées depuis 48 heures par injection intrapéritonéale de 10°
trypanosomes 7. b. brucei AnTat 1-9 dans un volume de 0,5 ml sont endormies a I’éther. Le
sang parasité est recueilli sur héparine par ponction du sinus rétroorbitaire. Le sang est dilué
au tiers dans du milieu de culture et centrifugé ; les trypanosomes sont comptés dans le
surnageant  la cellule de Malassez. Le surnageant est ajusté a 10° trypanosomes par ml. Les
puits contenant les macrophages sont infestés par 50ul de cette suspension soit environ

5000 parasites par puits. Les cultures sont ensuite incubées a 37°C sous 5%CO;.

Quand le nombre de trypanosomes atteint 1 & 5. 10° par puits, les % du milieu de
culture sont changés par du milieu neuf aprés homogénéisation. Aprés quelques jours
d’adaptation sur macrophages, des subcultures sont réalisées sur des puits sans
macrophages contenant le milieu de culture. Les subcultures donnant une croissance
convenable des trypanosomes contiennent des parasites adaptés au milieu semi synthétique

acellulaire.



41

En milieu acellulaire, un inoculum de 10° trypanosomes donne en moyenne 2 a 3. 10°
parasites par ml en 48 heures et 5 a2 6. 10° par ml en 72 heures. Si le milieu n’est pas change ,
les trypanosomes meurent rapidement aprés 72 heures. Il semble, en effet, que des
métabolites toxiques s’accumulent dans le milieu, induisant la dégradation ou I’inactivation
de certaines enzymes clés du fonctionnement du trypanosome (BRUN, 1985 ; HESSE,

1995).

La souche 7. b. brucei AnTat 1-9 est maintenue en culture acellulaire continue par

passages répétés tous les 2 jours.

2. Culture des lignées astrocytaire de rat C6 et microgliale humaine CMHS.

Les lignées astrocytaire de rat C6 et microgliale humaine CMHS5 nous ont €té
fournies par le laboratoire de parasitologie de 1'Université de Bordeaux II (Professeur

Vincendeau).

2.1 Composition du milieu.

- Dulbeccos minimum essential medium

-with non essential amino acid (DMEM, Gibco)X10...........coocvviiiiieiiiiiniiiiiii i 50ml
- L-Glutamine 200mM (2mM finale) (GibCO)........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieciie e Sml
- Hepes solution 1M (25mM finale) (GibCO)..........cccvriimivviiieiinicieciic s 12,5ml
“ NAHCOS (IMEICK). ....oceeeeeeeeeeee ettt ettt s e e e e e e e eee e ennenbeesns 1,25g
- Pyruvate de sodium (2mM finale) (Serva).........c.cccoviiiiiiimininininiieesiee s 0,11g
- Polymyxine B 1mg/ml (10pg/ml finale) (Sigma)..........ccooveiiiniiiiiiiiininie s 5ml
- Streptomycine 200mg/ml(100pg/ml finale) (DIamant)...........cooiirieiniiieiniiniiiiei s 0,25ml
- Pénicilline 200 000UT/m1(100UT/ml finale).........c.ccoceviiiniimicieiniie e 0,25ml
- L-cystéine 300mM (0,2mM finale) (Sigma)............cccooiiimiiniiiiiiininieine s 335ul
- 2-Mercaptoéthanol 1mM (0,0001mM finale) (Merck)..........ccovvioiimriiiiniiiiiiis 50l
- Sérum de veau foetal stérile (BOShIinger).........cccevvvieieriiniiinnriiiie i e 10%

SOV BPL.... . oxnsmesersdnsses o T S T T T T P R B Sy ST W Ry s e v 450ml
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Ajuster le pH a 7,3 avec NaOH 5N et filtrer stérilement sur filtres & pores de

diametre 0,22 pm.

Modification du milieu pour les cocultures de lignées et des trypanosomes par

addition au moment de I’emploi de :

Bathocuproine sulfate 50mM (0,05mM finale)............cooiiiiiiii s 10p1/10ml
L-cystéine 300mM (1,5mM finale}.........coouvrernrieriiriiniinisnnin st 50ul/10ml

2.2 Entretien des lignées.

L’entretien des lignées se fait sur des plaques a 24 puits pour culture cellulaire. La
densité cellulaire est ajustée a 10° cellules par ml et par puits. Tous les deux jours, quand les
cellules arrivent a confluence, les trois quarts du milieu de culture sont renouvelés. Les
cellules sont décollées des puits par plusieurs aspirations et refoulements a la pipette Pasteur
et inoculées dans de nouveaux puits dans 1 ml de milieu neuf. Les plaques sont incubées a
37°C sous 5% CO,. Les lignées sont maintenues en culture par passages répétés tous les

trois ou quatre jours.

3. Coculture directe des lignées et des trypanosomes.
3.1 Adaptation des trypanosomes dans le milieu des lignées.

Nous avons utilisé le milieu des lignées préalablement modifié pour les
trypanosomes. Des puits sans cellules sont inoculés avec environ 5000 trypanosomes par
puits. Les cultures sont réalisées sur des plaques a 24 puits et sont incubées a 37°C sous 5%
CO,. Ce milieu nous a permis d’obtenir une croissance convenable des trypanosomes.

Quand le nombre de trypanosomes atteint 1 5.10° par puits, les trois quarts du milieu sont
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changés par du milieu neuf aprés homogénéisation. Nous avons pu maintenir en culture
acellulaire, dans ce milieu, les trypanosomes pendant plusieurs jours par passages répétés

tous les 2 jours.

3.2 Mise en place des cocultures directes des lignées et des trypanosomes.

Aprés avoir adapté la souche de trypanosomes au milieu , nous avons pu infecter des
puits contenant les cellules astrocytaires ou microgliales par des trypanosomes. Nous avons
pu montrer que les trypanosomes s’adaptent sur les cellules astrocytaires et microgliales de
la méme fagon que sur des cellules fibroblastiques (NICOLAS et al., 1987). Les cocultures

sont réalisées sur plaques a 24 puits et sont incubées a 37°C sous 5% COs,.

Nous avons réalisé des cocultures de 48 & 72 heures, avec 10° cellules CMHS ou C6
ou plus, toujours infestées par 10° parasites, chaque puits contenant 1 ml de milieu en
volume final. Parallélement & t0, certains puits ont regus de I'TFN-y humain (200U/ml) et/ou
du lipopolysaccharide d’Escherichia coli sérotype O111.B4 (LPS, 1ug/ml) (Sigma) ; nous
avons aussi utilisé un inhibiteur spécifique des NOS, la N°Méthyl-L-Arginine (NMMA,

Sigma) (100 uM/ml finale).

Les cocultures sont vérifiées tous les jours au microscope inversé, il n’a pas été

observé de modification morphologique des cellules infestées.
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Les différents schémas expérimentaux réalisés ont été regroupés dans le tableau

-

suivant :

nombre de lignée seule : lignée avec lignée seule lignée avec

cellules a t0 CMHS ou C6 trypanosomes avec trypanosomes et
NMMA NMMA

* mesure des nitrites aprés 48 heures d’incubation

100 000 NF NF

>100 000 NF NF

* mesure des nitrites apreés 72 heures d’incubation

100 000

100 000 +LPS +LPS +LPS +LPS

100 000 + IFN-y + IFN-y + IFN-y + IFN-y

100 000 +LPS +IFN-y +LPS +IFN-y +LPS +IFN-y  +LPS +IFN-y

NF : non fait

Aprés 48 4 72 heures d’incubation, les surnageants de chaque puits sont recueillis,
centrifugés 10 minutes a 3000 tr/mn. Les surnageants de centrifugation sont congelés a -
20°C. Le dosage de la forme stable du monoxyde d’azote, les nitrites, est effectué pour

chaque modéle de coculture réalisé.
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B. ETUDE DE LA PRODUCTION DE MONOXYDE D’AZOTE.

1. Dosage des nitrites : réaction colorimétrique de Griess (figure 9)

(HAGEMAN et REED, 1980).

Le NO est mesuré de facon indirecte, dans le surnageant de cultures selon la

méthode de Griess. Le NO, en présence d’eau, est rapidement oxydé et forme des nitrites

(NO,-) selon la réaction :
4NO + 0,+2H,0 = 4NO, +4H'

Les nitrites NO, s’accumulent dans les milieux et sont facilement détectables

chimiquement.
*Réactifs utilisés :
- Griess A : Sulfanilamide 1% (1g/100ml d’HCI 1,2N) (Sigma).

- Griess B : N-Naphtyl 1 éthyléne diamine dichlorhydrate 0,3% (0,3g/100ml H,O

distillée) (Sigma).

- Gamme de dilution a partir d’une solution mére de 1g/l de NaNO, (Sigma) avec le

milieu de culture.

*Méthode : Dosage réalisé sur plaque de culture a 96 puits a fond plat, chaque

échantillon est testé dans 2 puits.

- Avant tout dosage, centrifuger I’échantillon a doser.
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- A 90pl de Griess A et 30ul de Griess B, on ajoute 50pul de surnageant de culture.

- Mélanger par passage sur un Micro Shaker de Dynatech

- La réaction colorimétrique se développe & I’obscurité pendant 10 minutes. les
densités optiques (DO) obtenues 4 540 nm sont corrigées par la soustraction des DO
obtenues sur les puits contenant le milien de culture seul. Les valeurs obtenues sont

reportées sur la courbe étalon (DO = fINO,]) ( figure 10) et exprimées en pM.

Lecture des DO sous spectrophotométre pour plaque de microtitration Multiskan
RC de Labsystems et recueil des résultats sur logiciel Biolise version 1.65 (Life Sciences

International).

2. Inmunohistochimie,

La mise en évidence des enzymes NOS constitutive et/ou inductible dans les lignées

C6 et CMHS5 est recherchée par une technique immunocytochimique.
- Sédimentation :

Culture des cellules CMHS5 et C6 sur lamelle de verre dans les puits de plaque de
culture (10° cellules par puits). Laisser les cellules se fixer sur lamelles dans des plaques de

culture a 24 puits, pendant 24 & 72 heures. Laver avec de ’eau physiologique stérile.
- Fixation :

Fixer au paraformaldéhyde 4% (4g dans 100ml de tampon phosphate (PBS) 0,1 M

pH = 7,4 ; chauffer 4 80°C puis refroidir rapidement) pendant 10 mn ; faire suivre de 2



47

lavages dans du PBS. Fixer pendant 1mn avec du méthanol glacial ; laver 2 fois avec du

PBS

- Préincubation :

Incuber les lames pendant 30 mn dans une solution de PBS contenant 30% de sérum
de veau foetal (SVF).

- Premieére incubation :

Laisser une nuit en présence de I’anticorps (Ac) primaire, a 4°C, en chambre

humide. Selon I’enzyme recherchée, utiliser :

- soit Ac de lapin anti-NOS inductible (Transduction laboratories) utilisé au

1/2000 dans PBS-SVF 1%

- soit Ac de souris anti-NOS constitutive (Département de Médecine
expérimentale, Université Claude Bernard, Lyon I (Mme Léger)) utilis¢é au 1/2000 dans

PBS-SVF 1%
2 lavages de 5 mn en PBS
- Seconde incubation :
Incuber 1 heure a température ambiante, en chambre humide avec I’ Ac secondaire :

- soit Ac de chevre(IgG) anti-lapin (NOS inductible) marqué a
I’isothyocyanate de fluorescéine (ITCF) (Diagnostic Pasteur) dilué au 1/100 dans du PBS

contenant 1/10000 de bleu d’Evans.

- soit Ac de mouton anti-souris (NOS constitutive) marqué a I'ITCF

(Diagnostic Pasteur) dilué au 1/20 dans du PBS contenant 1/10000 de bleu d’Evans.
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2 lavages de 5Smn

Sécher les lamelles, monter les lamelles sur lames avec du Fluoprep (Biomérieux) et

lecture au microscope a fluorescence.

Le cytoplasme des cellules apparait fluorescent (jaune-vert) en cas de réaction

positive (= présence de NOS).
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Figure 9 : Dosage des nitrites : réaction colorimétrique de Griess
(HAGEMAN et REED, 1980)
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C. RESULTATS.

1. Production de nitrites par les lignées.
1.1 Lignée microgliale humaine CMHS.

Sur 48 heures, nous obtenons une faible production de nitrites (NO;’), comme le
montre la figure 11 et I’annexe 1 (lignée seule = 2,33 + 0,15 pM). La présence de 7. b.
brucei et ’augmentation du nombre de cellules par puits ne modifient pas de fagon

importante la production de NO, (lignée + trypanosomes = 3,22 + 0,46 pM).

L’allongement du temps d’incubation a 72 heures permet d’obtenir une
augmentation nette et significative de la quantité de NO, dans les surnageants de culture
(lignée 48 h = 2,33 + 0,15 pM ; lignée 72h = 6,89 + 0,68 uM, p<0,05 : test U de Mann-
Whitney, différence significative quand p<0,05). On n’observe pas de différence entre les
cellules seules et les cellules infestées par les trypanosomes pendant 72 heures. La
production de NO, par la lignée CMHS5 a 72 heures est supérieure a la quantité¢ de NO,’
mesurée dans le milieu seul incubé dans les mémes conditions pendant 72 heures (lignée
CMHS5 = 6,89 + 0,68 uM ; milieu seul = 1,62 £ 0,51 pM, p<0,05). Les nitrites sont donc

produits par les cellules microgliales in vitro et s’accumulent dans le surnageant de culture.

La stimulation de la lignée pendant 72 heures par de I'TFN-y humain et/ou du LPS
et/ou des trypanosomes est reportée sur la figure 12 et I’annexe 2. Comme précédemment, il

n’y a pas de différence entre les cellules seules et les cellules infestées par 7. b. brucei et la



Figure 11 :
Production de nitrites par la lignée microgliale humaine CMHS.
Valeur pour 100000 parasites et moyenne sur 5 expériences.
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Valeur de nitrites (NO2-) en pM

Figure 12 :
Production de nitrites par la lignée microgliale CMHS
apreés 72 heures d'incubation.
Valeur pour 100000 parasites et moyenne sur 4 expériences.
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stimulation par le LPS ne modifie pas significativement les résultats (lignée seule = 6,72 +
0,66 uM ; lignée + trypanosomes = 6,69 + 0,59 uM, p = 0,88 ; lignée + trypanosomes +
LPS = 6,50 £0,91 uM, p = 0,77). L’IFN-y en association avec les trypanosomes ou le LPS
donne les taux les plus élevés de NO, (lignée seule = 6,72 + 0,66 puM ; lignée +
trypanosomes + IFN-y = 10,91 + 1,65 uM, p<0,05). L’IFN-y est nécessaire mais ne semble
pas suffisant a I’activation des cellules. Le LPS et 7. b. brucei paraissent jouer le méme role
coactivateur. In vitro, 'IFN-y semble activer la voie du NO sur les cellules microgliales en

présence des parasites (7. b. brucei) ou de LPS.

L’incubation des cellules avec I'inhibiteur spécifique des NOS entraine une nette
diminution de la quantité de NO, dans toutes les conditions expérimentalement testées
(figure 13 et annexe 5). La NMMA n’entraine pas la disparition totale des nitrites, ce qui
s’explique par la teneur en NO; du milieu et peut-étre par un effet plus ou moins sélectif
des analogues de la L-arginine sur les NOS. Les valeurs obtenues aprés incubation avec
I’inhibiteur sont inférieures aux valeurs obtenues pour les cellules seules mais supérieures

aux valeurs obtenues pour le milieu seul.

1.2 Lignée astrocytaire de rat C6.

Comme pour la lignée humaine CMHS, les résultats obtenus sur 48 heures montrent
une faible production de NO,™ dans les surnageants de culture, que les cellules soient en
présence ou non de 7. b. brucei (lignée seule 48h = 2,49 + 0,37 uM ; lignée + trypanosomes

= 2,67 + 0,50 uM, p = 0,24) (figure 14 et annexe 3). L’augmentation du nombre de cellules
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Figure 13 :
Production de nitrites par la lignée microgliale CMHS
sans et avec inhibiteur spécifique (NMMA) pendant 72 heures.

Valeur pour 100000 cellules et 100000 parasites, moyenne sur 2 expériences.
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Production de nitrites (NO2-) en pM

Figure 14 :
Production de nitrites par la lignée astrocytaire de rat C6.
Valeur pour 100000 parasites et moyenne sur S expériences.
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ne permet pas une forte élévation de la quantité de NO; (lignée seule 48h = 2,49 + 0,37 pM

et lignée (>10° cellules) 48h = 2,97 + 0,55 uM, p = 0,21).

L’allongement du temps d’incubation a 72 heures permet d’observer une

augmentation nette du taux de NO, pour les cellules seules et en présence de 7. b. brucei
par rapport aux résultats sur 48 heures(lignée seule 48h = 2,49 + 0,37 uM et lignée seule
72h = 6,68 + 0,54 pM, p<0,05; lignée + trypanosomes 48 h = 2,67 + 0,50 uM et lignée +
trypanosomes 72h = 6,16 + 0,30 uM, p<0,05). La seule présence des trypanosomes ne
modifie pas la quantité de nitrites par rapport aux cellules seules. La production de NO, par
la lignée C6 a 72 heures est supérieure a celle mesurée dans le milieu de culture seul incubé
dans les mémes conditions sur 72 heures (lignée C6 = 6,89 + 0,39 uM ; milieu seul = 1,62 +

0,51 uM, p<0,05).

La stimulation de la lignée pendant 72 heures par de I'IFN-y et/ou du LPS et/ou des
trypanosomes est reportée sur la figure 15 et I'annexe 4. Comme sur la figure 14
précédente, on n’observe pas de différence significative entre les cellules seules et les
cellules en présence de 7. b. brucei. Le LPS seul et I'IFN-y seul ne modifient pas
sensiblement le taux de NO,™ par rapport a celui des cellules seules (lignée C6 = 6,89 + 0,39
UM et lignée + IFN = 6,80 + 0,33 uM, p = 0,25). L’incubation des cellules avec I'IFN-y et
des parasites, ou avec 'IFN-y et du LPS permet d’obtenir une augmentation significative
des NO, de l'ordre de 50% (lignée + trypanosomes = 6,08 + 0,26 pM et lignée +
trypanosomes + IFN-y = 9,69 + 1,10uM, p<0,05). Paralléllement, nous avons testé¢ de

I'IFN-y de souris, ce qui nous a permis d’obtenir une augmentation de 100% du taux de



Figure 15 :
Production de nitrites par la lignée astrocytaire C6
aprés 72 heures d'incubation.
Valeur pour 100000 parasites et 100000 cellules et moyenne sur 4 expériences.
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Valeur des nitrites (NO2-) en pM

12 -

10 -

Production de nitrites par la lignée astrocytaire C6
sans et avec inhibiteur spécifique (NMMA) pendant 72 heures.
Valeur pour 100000 parasites et 100000 cellules, moyenne sur 2 expériences.
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nitrites lors de Iincubation des cellules C6 avec cette cytokine et des trypanosomes par

rapport aux cellules seules, impliquant une spécificité d’espéce de 'TFN-y.

L’IFN-y joue un rdle important dans la voie d'activation du monoxyde d’azote mais
il n’est pas suffisant, un second signal semble nécessaire (représenté ici par les

trypanosomes ou le LPS).

L’incubation des cellules avec de la NMMA pendant 72 heures entraine une
diminution des taux de NO, dans toutes les conditions expérimentalement testées (figure 16
et annexe 6). Cependant, cette diminution semble moins importante que pour la lignée

microgliale CMHS.

2. Imnmunohistochimie des NO synthases.
2.1 Lignée microgliale humaine CMHS.

La présence de ’enzyme NOS constitutive a été révélée dans le cytoplasme de
cellules CMHS non stimulées. Le marquage est faiblement positif et hétérogéne. Sur un
méme puits de cellules, toutes n’apparaissent pas positives. Le fait de travailler sur une
lignée peut expliquer ces différences, dans la mesure ou les cellules ne sont pas forcément, a
un instant donné, en phase pour leur cycle cellulaire. Sur le puits contrdle, ou les cellules

n’ont été incubées qu’avec I’anticorps secondaire, aucune cellule n’a été retrouvée positive.

L’enzyme NOS inductible n’a été retrouvée que dans le cytoplasme de cellules
incubées pendant 24 heures avec de I'IFN-y et des trypanosomes. Le marquage est
faiblement positif sous forme de granulations cytoplasmiques. La NOS inductible n’a pas été

retrouvée sur des cellules stimulées pendant 72h avec de 'TFN-y et des trypanosomes ou du
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LPS, suggérant que I’expression de la NOS inductible est transitoire dans notre lignée. La

NOS inductible n’a pas été détectée dans le cytoplasme de cellules non stimulées.

2.2 Lignée astrocytaire de rat C6.

L’enzyme NOS constitutive a été révélée dans le cytoplasme de cellules non
stimulées. Le marquage est trés positif mais, comme pour la lignée microgliale, il est

hétérogéne. Les cellules des puits contrdles ne sont pas marquées.

Nous n’avons pas mis clairement en évidence la NOS inductible lors de nos
immunomarquages sur la lignée C6, que ce soit sur des cellules non stimulées ou stimulées
pendant 24h ou 72h par de I'ITFN-y murin et des trypanosomes. Cela n’exclut pas totalement
la présence de cette enzyme d’autant plus que les cellules sont capables d’activer la voie du
NO aprés stimulation et de permettre I’accumulation des nitrites dans nos cocultures comme

le montrent les mesures de NO, effectuées dans les surnageants de cultures.



Photo 1A : lignée microgliale CMHS, marquage de la NOS constitutive a 72 heures.

Photo 1B : lignée astrocytaire C6, marquage de la NOS constitutive a 72 heures.

Photo 1C : témoin conjugué a 72 heures.
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Photo 2A : lignée microgliale CMHS, marquage de la NOS inductible a 24 heures.

Photo 2B : lignée astrocytaire C6, marquage de la NOS inductible a 24 heures.

Photo 2C : témoin conjugué a 24 heures.
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Le monoxyde d’azote NO est synthétisé par différents types cellulaires, en
particulier macrophages, astrocytes et cellules endothéliales, par des NO synthases (NOS)
cytosoliques constitutives ou inductibles. Des études menées sur les souris ont montré que
ces différents types cellulaires possédent les NOS constitutives et inductibles, sans que leur
coexistence dans une méme cellule soit déterminée avec précision (MURPHY et al., 1993).
Dans le systéme nerveux central, on a pu montrer que les cellules microgliales activées, avec
du LPS en association avec d’autres cytokines, étaient capables de produire de grandes
quantités de nitrites par I’expression de la NOS inductible (BOJE et ARORA, 1992 ;

OKUDA et al., 1995).

Chez I’homme, les études sont discordantes. Certaines n’ont pu mettre en évidence
la présence de NOS inductible dans les cellules microgliales humaines (provenant
d’embryons de 7 4 9 semaines) par la technique indirecte de dosage des nitrites (BROSNAN
et al, 1994 ; DAUBENER et al,, 1996) alors que d’autres trouvent une activité NOS
inductible faible en testant des cellules d’ages différents (cellules provenant de foetus de 18
a 22 semaines) (PETERSON et al.,, 1994). Quand une méthode plus sensible est utilisée
comme la biologie moléculaire ( PCR transcriptase reverse), on détecte transitoirement des
ARN messagers de NOS inductibles, aprés stimulation par LPS et IFN-y, dans les cellules

humaines (SCHOEDON et al., 1995).

Notre étude a permis de mettre en évidence sur la lignée humaine CMHS5 une
réactivité immunohistochimique de la NOS inductible uniquement apres stimulation pendant

24 heures par de I'IFN-y et des trypanosomes. L’absence de réactivité avec des cellules non
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stimulées concorde avec les études précédentes (PETERSON et al., 1994 ; SCHOEDON et
al., 1995). Lors de notre étude sur les cellules CMHS, nous avons constaté qu’il existait une
sécrétion basale de nitrites (amplifiée par la stimulation par 'IFN-y et les trypanosomes ou
le LPS) suggérant que la lignée est partiellement activée en culture et/ou qu’elle exprime
une NOS constitutive. Le marquage immunocytochimique a révélé la présence de la NOS
constitutive sur la lignée CMHS, impliquant la présence des deux isoformes de NOS dans
les cellules microgliales humaines comme pour les cellules microgliales murines (MURPHY
et al., 1993 ; DAWSON et SNYDER, 1994). Les faibles niveaux de nitrites détectes lors de
nos cocultures de la lignée CMHS5, par rapport aux études menées sur les cellules
microgliales murines, peuvent s’expliquer de différentes fagons. D’une part, nous avons
utilisé une méthode colorimétrique spécifique mais de sensibilité moyenne. D’autre part, il
est possible que des cytokines ou des facteurs autres que ceux utilisés ici puissent induire
une activation plus importante de la voie du NO et que la régulation des NOS inductibles

chez ’homme soit différente de celle des souris.

Nous avons mis en évidence, pour la lignée microgliale CMHS5, une production de
nitrites. Cette production est spécifique de ta voie d’activation du NO car elle est diminuée
lors de I'incubation en présence de I’inhibiteur spécifique, la NMMA. Parallélement, nous
avons montré d’une part que les trypanosomes en association avec I'IFN-y activaient la
NOS inductible entrainant une augmentation de production du NO, et d’autre part que les
parasites ou I'IFN-y seuls n’augmentaient pas la production du NO. Ceci suggére que les
trypanosomes ou le LPS préparent les cellules a Dlaction de I'ITFN-y et que cette
préactivation est nécessaire a ’activation de la voie du NO par le signal induit par I'TFN-y.

D’autres études ont montré la synergie d’action des trypanosomes et de I'I[FN-y dans la
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stimulation des NOS inductibles macrophagiques chez les souris infestées et son role dans

I’immunosuppression lymphocytaire (STERNBERG et MABBOTT, 1996).

L’étude de la lignée astrocytaire C6 nous a permis de mettre en évidence la présence
d’une NOS constitutive. Ceci correspond a des études préalables qui avaient trouvé la NOS
constitutive sur des primocultures d’astrocytes de rats et de souris et sur la lignée C6
(SIMMONS et MURPHY, 1992 ; BRISMAR, 1995). Dans nos cultures, le marquage est
hétérogéne. La question de savoir si I’expression de la NOS constitutive est liée a ’dge de
la cellule, ou si la NOS constitutive n’est exprimée que par une sous-population astrocytaire
ou si cette hétérogénéité n’existe qu’in vitro ne semble pas avoir de réponse a I’heure

actuelle (MURPHY et al., 1993).

Sur le plan immunologique nous n’avons pas clairement mis en évidence la présence
d’une NOS inductible dans la lignée C6. Cependant, I’utilisation de la biologie moléculaire
permet de mettre en évidence des ARN messagers de NOS inductibles dans les cultures
astrocytaires traitées par LPS et IFN-y (MURPHY et al., 1993). Sur notre lignée C6, le
dosage des nitrites aprés 72 heures d’incubation nous a permis de constater qu’il existait
une secrétion basale de nitrites, corrélée a la présence de la NOS constitutive, et que, sous
certaines conditions, les cellules pouvaient augmenter leur production de NO certainement
par activation de la NOS inductible. Le LPS, I'IFN-y, ou les trypanosomes seuls ne
modifient pas la production de NO. Seules les associations LPS / IFN-y et trypanosomes /

IFN-y sont capables d’activer la voie du NO dans nos modéles in vitro.

L’utilisation de la NMMA, inhibiteur spécifique des NOS, nous a permis de
confirmer que I’accumulation des nitrites dans le surnageant des cultures était due a

’activation de la voie du NO. Parallélement, on peut constater que ’inhibition des NOS est
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dans notre étude plus forte sur la lignée microgliale que sur la lignée astrocytaire. Il apparait
dans d’autres études que la NMMA serait plus active sur la NOS inductible que sur la NOS
constitutive, ce qui pourrait expliquer la différence observée sur nos cultures (FUKUTO,

1995).

Sur les modéles utilisés, nous avons mis en évidence que des cellules astrocytaires et
microgliales étaient capables de produire du NO et que les trypanosomes, en synergie avec
PIFN-y, pouvaient activer la voie du monoxyde d’azote. Malgré les faibles taux de nitrites
retrouvés in vifro, la quantité de NO sécrété par les cellules astrocytaires peut cependant
jouer un rdle important dans le SNC dans la mesure ou ces cellules sont trés nombreuses et
qu’elles jouent un rdle physiologique majeur dans la neurotransmission, le support trophique
des autres cellules cérébrales et le contrle de la barriére hémoencéphalique (FATTORI et

al., 1995).

Le NO est impliqué dans la physiopathologie de la trypanosomose expérimentale du
rat ou il a été trouvé augmenté dans le cortex cérébral (BUGUET et al, 1996).
L’augmentation du NO cérébral peut entrainer une altération de la barriére
hémoencéphalique, permettre ’entrée de cellules immunocompétentes, activer les cellules
astrocytaires et microgliales entrainant I’entretien de la réaction inflammatoire et la
pérennisation des dysfonctionnements intervenant dans la symptomatologie clinique de la
maladie. Le NO semble impliqué au niveau périphérique chez I’homme, ou une étude
récente a retrouvé une augmentation du NO sanguin chez des sujets infestés par T.
gambiense (STERNBERG, 1996). Ces résultats sont discordants de ceux retrouvés chez le
rat, ou le NO est abaissé dans le sang périphérique (BUGUET et al., 1996). Cependant, les
méthodes utilisées sont différentes (méthode de Griess pour I"’homme et voltamétrie pour le

rat), il est possible que les mécanismes de régulation du NO et que I'implication du NO dans
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la physiopathologie de la trypanosomose soient différents chez les deux espéces au niveau
périphérique. -

1l est difficile de transposer in vivo des études réalisées in vifro, mais cela peut
permettre de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la
trypanosomose, et I’efficacité de certaines molécules thérapeutiques (BOUTEILLE et al.,

1988, 1995), et de maintenir nos efforts sur cette maladie mortelle en I’absence de

traitement et malheureusement toujours d’actualité.
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ANNEXE 1

Concentrations de NO; exprimées en pnM

dans le surnageant des cultures des cellules microgliales CMHS.

Mesure 1 Mesure 2 Mesure 3 Mesure 4  Mesure 5 Moyenne Ecart type

Incubation 48 h

10°cell. seules 2,47 2,32 2,39 2,41 2,04 2,33 0,15
10°cell +T.b.b. 2,65 2,99 3,97 2,99 3,49 3,22 0,46*
>10° cell. 3,60 2,56 3,45 2,54 241 2,91 0,50*
>10°cell+T.bb. 3,58 3,47 3,88 2,47 3,94 3,47 0,52

Incubation 72 h

10°cell. seules 7,60 6,90 7.70 5,97 6,29 6,89 0, 68*

2 3

10°cell.+T.b.b. 5,97 6,44 6,75 7.60 5,97 6,55 0,60%*

2

cell. : cellules
1.b.b : Trypanosoma brucei brucei
*p < 0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux 10 cell. incubées durant 48 heures

*kp < 0,05, comparé aux 10° cell. + 7.5.b. incubées pendant 48 heures



72

ANNEXE 2

Concentrations de NO, exprimées en uM dans le surnageant des cultures des

cellules microgliales CMHS aprés 72 heures d’incubation.

Mesure I Mesure 2 Mesure 3 Mesure 4 Moyenne Ecart type

cell. seules 6,90 7,70 5.97 6,29 6,72 0,66
cell +7.5.5. 6,44 6,75 7,60 5.97 6,69 0,59
cell. +7.56.b+LPS 6,92 5,64 7,81 5,64 6,50 0,91
cell. +7.b.b.+IFN-y 13,02 8,90 11,94 9,77 10,91 1,65 *
cell+7.b.b.+LPS+IFN-y 8,33 7,20 9,76 7,60 8,22 0,97
cell +LPS 6,64 6,44 5,43 4,99 5,88 0,68
cell HIFN-y 7,38 5,64 6,08 3 6,67 0,83
cell +LPS+IFN-y 10,85 9,76 8,68 11,28 10,14 1,00*

cell. : cellules
1.b.b. . Trypanosoma brucei brucei

*p<0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux cell. seules incubées pendant 72 h.
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ANNEXE 3

Concentrations de NO, exprimées en pM dans le surnageant de culture des

cellules astrocytaires C6.

Mesure 1 Mesure 2 Mesure 3 Mesure 4 Mesure 5 Moyenne Ecart type

Incubation 48 h

10°cell. seules 2,76 .37 2,82 2,71 1,80 2,49 0,37
10°cell.+7.5.b. 2,80 2.52 2,15 3,68 2,18 2,67 0,50
>10°cell. 3,91 2,82 3,26 2,40 2,45 2,97 0,55

>10°cell +T.bb. 3,69 3,08 3,67 3,78 3,78 3,60 0,26**

2 2

Incubation 72 h
10°cell. seules 6,50 5,86 7,16 7,38 6,50 6,68 0,54*

?

10°cell +7.5.b. 6,48 5,86 6,09 5,86 6,50 6,16 0,30%**

cell. : cellules
1.b.b. : Trypanosoma brucei brucei
*p<0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux cell. seules durant 48 heures

*#p<0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux 10° cell. + 7.5.b. incubées 48
heures
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Concentrations de NO; exprimées en uM dans le surnageant des cultures des

cellules astrocytaires C6 aprés 72 heures d’incubation.

Mesure 1 Mesure 2 Mesure 3 Mesure 4 Moyenne Ecart type

cell. seules 6,50
cell+7.b.b. 5,86
cell. +7.5.5.+LPS 6,34
cell.+7.b.b.+TFN-y 9,92

cel.+7.5.5.+LPS+HIFN-y 6,34

cell.+LPS 5,30
cell +IFN-y 6,84
cell. +LPS+IFN-y 11,02

7,16
6,09
6,10
8,09
8,64
6,70

6,36

9,87

7,38

5,86

5,90

7

11,20

8,10

2

5,64

7,27

11,70

6,51

6,50

2

7,80

3

9.55

7,70

’

5,43

6,73

9,53

6,89 0,39
6,08 0,26
6,54 0,75
9,69 1,10*
7,70 0,85
5,77 0,55

6,80 0,33**

10,53 0,87*

*p< 0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux cellules seules

**p< 0,05 test U de Mann-Whitney, comparé aux cell.+7.5.5.+IFN-y
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Concentrations de NO, exprimées en uM dans le surnageant de cultures des lignées

microgliales CMHS5 sans et avec incubation avec la NMMA pendant 72 heures.

Mesure 1 Mesure 2

cell. seules 5,97 6,29
cell. +NMMA 434 3,15
cell. + 7h.b. 7,60 5,97
cell. +7 6.6 +NMMA 2,30 2,0
cell. +7.6.b+LPS 7,81 5.64
cell. +7.h.b.+LPS+NMMA 2,01 2,10
cell. +7.b.b.+IFN 11,94 9,77
cell. +7.b.b.+IFN+NMMA 3,79 4,09
cell. +7.b6.5.+LPS+IFN 9,76 7,60
cell. +7.b.5.+LPS+IFN+NMMA 3,79 3,09
cell. +LPS 5,43 4,99
cell. +LPS+NMMA 2,70 2,99
cell. +IFN 6,08 7,59
cell. FIFN+NMMA 2,50 2,89
cell. +IFN+LPS 8,68 11,28

cell. +IFN+LPS+NMMA 4,79 5,40




ANNEXE 6

Concentrations de NO, exprimées en pM dans le surnageant de cultures des lignées

astrocytaires C6 sans et avec incubation avec la NMMA pendant 72 heures.

Mesure 1 Mesure 2
cell. seules 7,38 6,51
cell. +NMMA 4,99 5,89
“cell. + T0b.b. 5,86 6.50
cell.+7.b.b. +NMMA 345 3.05
cell. +7.5.6.+LPS 5,90 7,80
cell. +7.b.b.+LPS+NMMA 2,05 2,60
cell. +7.b.b.+IFN-y 11,20 9,55
cell. +7.b.b.+IFN-y+NMMA 6,68 5,25
cell. +7.b.b.+LPS+IFN-y 8,10 7,70
cell. +7.5.b.+LPS+HIFN-y+NMMA 5,28 6,25
cell. +LPS 5,64 5,43
cell. +LPS+NMMA 3,99 3,60
cell. +IFN-y 7.27 6,73
cell. +[FN-y+NMMA 5,20 3,40
cell. +IFN-y+LPS 11,70 9,53

cell. +IFN-y+LPS+NMMA 5,51 4,04
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RESUME.

Le monoxyde d’azote (NO) intervient dans les mécanismes de défense immunitaire
notamment antiparasitaire et dans les processus physiologiques de neurotransmission. Il
peut représenter un médiateur commun a I'interaction entre le trypanosome, le systéme
immunitaire et le systéme nerveux. Nous avons étudié in vitro la production de NO par la
lignée microgliale humaine CMHS5 et la lignée astrocytaire de rat C6 en présence de
Trypanosoma brucei brucei.

Nous avons mis en évidence la présence des enzymes NO synthases (NOS) par
immunocytochimie. Une NOS constitutive a été révélée dans les deux lignées étudiées.
L’isoforme inductible n’a été retrouvée que dans le cytoplasme de cellules stimulées
pendant 24 heures avec des trypanosomes et de I'IFN-y. Cette isoforme est clairement mise
en évidence dans la lignée microgliale CMHS et plus faiblement dans la lignée astrocytaire
C6. La production de NO a été mesurée de fagon indirecte dans le surnageant des cultures,
dans différentes conditions expérimentales, par le dosage des nitrites selon la méthode de
Griess. Les deux lignées étudiées ont montré une production de nitrites spécifique de la voie
d’activation du NO. Cette production est augmentée lors de la mise en présence des cellules
avec des trypanosomes et de 'IFN- v ; elle est spécifiquement inhibée par I’addition de N¢
Méthyl Arginine.

Nous avons montré que les lignées CMHS et C6 produisent in vifro du NO, et que
les trypanosomes agissent en présence d’IFN-y pour activer la voie du NO.

Dans le systéme nerveux central, I’augmentation du NO pourrait entrainer la
perméabilisation de la barriére hémoencéphalique, permettre I’entrée de cellules
immunocompétentes, activer les cellules astrocytaires et microgliales, et ainsi entretenir la
réaction inflammatoire et les dysfonctionnements intervenant dans la symptomatologie
clinique de la maladie.
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