cadrans statistiques (Figure 16).

Fenétre centrée sur les lymphocytes déterminés par
leur taille (SSC) et leur structure (FSC)

-«

Barres de statistiques qui déterminent les cadransupérieurs gauche et
droit (UL et UR) et inférieurs gauche et droit (LL et LR

1. Populations lymphocytaires positives pour le majuage dans le cadran

A

supérieur gauche donc pour le CD20

1 2. Populations lymphocytaires positives pour le marquge dans le cadran

Q inférieur droit donc pour le CD3

Statistiques indiquant le pourcentage de cellulesaths chaque cadran par
<— rapport a la population toale comptabilisée dans R

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).

151



152



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).
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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)

163



Pourcentage de lymphocytes
dans le LCR

100 m
90
80
70 T
60 7]
50
40
30 7
20

10 - éli %é;

0

CD19 CD8

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

166



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.
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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.
177



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
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