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Introduction



1 Introduction

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est
une infection provoquée par un parasite eucaryote unicellaire du genre
Trypanosoma. Le parasite est transmis a 'homme par la piqlre d’'une mouche
hématophage du genre Glossina, la mouche tsé-tsé. La THA dite ouest-africaine
est la plus fréquente. Elle est due a Trypanosoma brucei gambiense (T.b.
gambiense) transmis par des glossines vivant dans un biotope végétal ombragé ou
a proximité des cours d’eau en Afrique de I'Ouest et en Afrique centrale. La THA
est-africaine est, quant a elle, due a Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b.
rhodesiense) transmis par des glossines vivant dans les broussailles en Afrique de
I'Est.

La THA est une maladie négligée a l'origine d’environ 10 000 a 20 000
nouveaux cas déclarés par an. |l s’agit probablement d’'une sous-estimation, du fait
de l'absence de prospection dans de nombreux foyers et dans les zones de
combats. Environ 60 millions d’individus seraient exposés au risque,
essentiellement en zone rurale (WHO Expert Committee on human African
trypanosomiasis n°984, 2013)(Simarro et al. 2012)(Malvy et al. 2011). Dans la THA
a T.b. gambiense, ’THomme est le réservoir principal des parasites. En revanche,
dans la THA a T.b. rhodesiense, les animaux sauvages (notamment les antilopes
et les cochons sauvages) sont les réservoirs naturels, et I'infection humaine est
accidentelle. Les schémas de traitement dépendent du stade clinigue et du
parasite en cause. lls reposent sur des médicaments parfois anciens et qui
peuvent causer des effets indésirables. La guérison est finalement obtenue dans
80 a 90% des cas. Cependant, la moitié des déces sont imputables a une
iatrogénie, notamment par encéphalopathie arsenicale. L’'usage de la combinaison
nifurtimox-éflornithine  (nifurtimox-eflornithine combination therapy, NECT) a
amélioré la prise en charge des patients en phase d’encéphalite (Priotto et al.
2009)(Alirol et al. 2013). Il existe également des sujets trypanotolérants, des sujets
qui éliminent spontanément leurs parasites (Jamonneau et al. 2012)(Berthier et al.
2016). La recherche des mécanismes sous-jacents pourrait permettre la

découverte de nouvelles stratégies d’interférence dans la THA. La recherche de



nouvelles cibles thérapeutigues potentielles afin d’améliorer l'efficacité et la

tolérance des traitements dans la THA demeure nécessaire.

Les stérols sont des constituants indispensables des membranes chez les
eucaryotes et sont également les précurseurs de molécules importantes. Un
exemple est le role des hormones stéroides chez les mammiféres. La voie de
biosynthése des stérols a été partiellement caractérisée chez les protozoaires.
L’enzyme stérol 14a-déméthylase (CYP51) joue un rdle clé dans cette voie de
biosynthése (de Souza et al. 2009)(Lepesheva et al. 2011). Récemment, le
caractére essentiel de cette enzyme a été mis en évidence chez une autre espece
de Trypanosomatidae : Leishmania donovani (McCall et al. 2015). Cependant, les
données demeurent limitées chez T. brucei. Contrairement aux autres
Trypanosomatidae, les formes sanguines de T. brucei ont la particularité d’utiliser
le cholestérol plasmatique de leur hdte pour construire leurs membranes (Coppens
et al. 1988). Néanmoins, il a été montré que la voie de biosynthese endogéne des
stérols reste active, y compris dans des conditions ou le cholestérol est disponible
en abondance (Zhou et al. 2007)(Nes et al. 2012). Les faibles quantités de dérivés
de I'ergostérol produites par le parasite suggérent que, au cours de son cycle chez
le mammifére, T. brucei utilise les stérols endogénes pour un rdle métabolique ou
de signalisation. Du fait de [lintérét potentiel de CYP51 en tant que cible
thérapeutique, nous avons étudié, dans un premier travail, le caractere essentiel

de cette enzyme et I'effet de son inhibition dans un modéle expérimental murin.

La co-évolution de T.b. gambiense et T.b. rhodesiense avec leur héte s’est
accompagnée de I'élaboration de différents mécanismes d’échappement du
parasite au systeme immunitaire de I'héte. Le phénoméne de variation
antigénique, par renouvellement de la glycoprotéine de surface (variant surface
glycoprotein, VSG), constitue un mécanisme d’échappement majeur du parasite a
la réponse immunitaire de I'héte (Black et al. 2010)(Pays et al. 2014). L’'induction
de la voie de l'arginase macrophagique est un autre mécanisme d’échappement
(Gobert et al. 2000). L'induction de cette enzyme conduit a la fois a la biosynthese
de molécules nécessaires a la croissance du parasite et a linhibition de la
production de molécules microbicides. Cette induction est médiée par une kinésine
présente parmi les protéines excrétées/sécrétées (excreted-secreted proteins,

ESPs ou sécrétome) par le parasite dans son environnement (De Muylder et al.



2013). Les protéines excrétées/secrétées sont impliguées dans difféerents aspects
de la physiopathogénie et de 'immunomodulation observée dans la THA (Okenu et
al. 1999)(Lonsdale-Eccles et al. 2002)(Holzmuller et al. 2008)(Grébaut et al. 2009).
La premiére étape de reconnaissance d’un agent pathogéne implique les cellules
présentatrices d’antigenes (CPA), dont le rble est crucial pour linitiation et la
régulation de la réponse immunitaire innée et adaptative. La maturation des
cellules dendritiques (Dendritic Cells, DCs) s’accompagne de l'augmentation
d’expression de marqueurs de surface (Complexe majeur d’histocompatibilité,
CD40, CD80, CD86) et de la production de cytokines qui induisent respectivement
la prolifération des lymphocytes T naifs et orientent la différenciation des
lymphocytes T. (Banchereau et al. 1998)(Kapsenberg et al. 2003). Il a été montré
gue les DCs sont impliquées dans I'activation de la réponse lymphocytaire dirigée
contre la VSG au cours de la THA (Dagenais et al. 2009). Cependant, il a été mis
en évidence que le sécrétome de T.b. gambiense peut altérer la maturation de DCs
murines stimulées par le lipopolysaccharide (LPS) (Garzon et al. 2013). De plus, il
a également été montré que la VSG peut induire une maturation incompléte des
DCs murines a l'origine d’'une réponse lymphocytaire de type Th2 (production
d’interleukine 4 et 10) par défaut (Pletinckx et al. 2011). En raison de lintérét du
sécrétome de T.b. gambiense comme modeéle d’étude et du réle des DCs dans
'immunopathologie de la THA, nous avons étudié dans un deuxiéme travail I'effet

de ce sécrétome sur les caractéristiques de DCs humaines.
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2 Revue bibliographique

2.1 Latrypanosomose humaine africaine

2.1.1 Classifications

Les trypanosomes sont des protistes (eucaryotes unicellulaires) de type
protozoaires, flagellés et extracellulaires. Tres répandus dans la nature, ils
parasitent de nombreux vertébrés, poissons, amphibiens, reptiles, oiseaux et
mammiféres. Sur le plan phylogénétique, les trypanosomes appartiennent a la
famille des Trypanosomatidae, a la classe des Kinetoplastea (ou Kinetoplastida,
kinétoplastidés), a I'embranchement des Euglenozoa, au sous-domaine des

Bikonta et au domaine des Eukaryota (Lecointre & Le Guyader 2006).

Les trypanosomes (genre Trypanosoma) peuvent étre classés en deux
grandes catégories : les Stercoraria et les Salivaria (Figure 1) (Hoare et al.
1972)(Vickerman et al. 1985).

Trypanosomatidae Famille
o o I Genre
Cnithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidiay Trypanosoma Phytomonas Leishmania Endotrypanum
_____________________________________________________ -
i r H
I S
Hemetosoma Megatrypanum  Schizotrypanumi , Tejeraia  Dutenella  Mannomonas  Trypanozoon Pycnomonasy Sous-genre

T.(H.) lewisi T.(M.).thelein T(5.) . cnzi T(T)rangei T(D.) vivax T.{N.).congolense T.(T.).equiperdum T.(F) suiz ESDE‘C@

T.(H.).muscwuli T.{M.).melophagium T.(5.).dionizii T(D.).uniforme T.(N.).simiae T.(T.).evansi

1
1
1
1
1
1
T.{H.).microti TiN.).godfreyi  TT) brucei :
1
1
1
T(T).b. brucei 1
T(T.).b. rhodesiense : Sous-espéce
T.(T.).b. gambienze 1
1
, . I
Stercoraria Salivaria :

Figure 1 : Classification des trypanosomes (d’apres Vickerman et al. 1985)

Les Stercoraria sont transmis par les déjections de leur vecteur. Le plus

connu est Trypanosoma cruzi, agent de la trypanosomose américaine ou maladie



de Chagas, dont le vecteur est une punaise appartenant a la famille des
Reduviidae. La transmission des Salivaria se fait par piqare. L'exemple type est le
complexe brucei qui comprend les trois especes transmises par la mouche tsé-tsé :
Trypanosoma brucei brucei (T.b. brucei), Trypanosoma brucei gambiense (T.b.
gambiense) et Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b. rhodesiense). T.b.
gambiense et T.b. rhodesiense sont responsables de la THA. La premiere
identification d’'un de ces agents pathogénes date de 1902 par Dutton et Forde,
suite a une observation au microscope du sang d'un marin sujet a de nombreux
épisodes fébriles. lls le désignent sous le nhom de Trypanosoma gambiense et

décrivent ainsi la fievre a trypanosomes de Gambie (Forde 1902 & Dutton 1902).

T.b. gambiense et T.b. rhodesiense ne sont pas différenciables par la
microscopie classique. lls ne peuvent également pas étre distingués de T.b. brucei.
lequel peut infecter de nhombreux mammiferes, mais pas 'Homme. En effet, T.b.
brucei. est sensible a I'activité cytotoxique innée du sérum humain normal (Hawking
et al. 1973)(Hager et al. 1997). Différentes techniques ont été développées pour le
typage des souches, les techniques de PCR étant les plus récentes (Hide et al.
1990)(Bromidge et al. 1993)(Barrett et al. 1997). L’identification de la sous-espéce
T.b. rhodesiense peut étre faite par amplification du géne codant pour la protéine
SRA (serum resistance-associated) et celle de T.b. gambiense par amplification de
TgsGP (T. b. gambiense-specific glycoprotein) (Radwanska et al. 2002)(Gibson et
al. 2010). L’identification de T.b. rhodesiense par amplification isotherme de SRA
par la technigue LAMP (loop-mediated isothermal amplification) a été proposée
(Njiru at al. 2008)(Hayashida et al. 2015). Cette technique permet I'amplification
d’acides nucléiques a température constante, avec un haut niveau de spécificité.
T.b. gambiense est subdivisé en deux groupes en fonction de différents critéres : la
virulence observée expérimentalement chez le rongeur (les souches du groupe 2
sont davantage virulentes), des marqueurs biochimiques et génétiques ainsi que
I'hétérogénéité de leur répertoire antigénique (les souches du groupe 2 présentent
un répertoire davantage hétérogene) (Gibson et al. 1986)(Kanmogne et al. 1996).
Une technique plus rapide pour différentier ces deux groupes par PCR a été
proposée, basée sur I'étude du polymorphisme de séquences répétées (une

séquence codante et cinq microsatellites) (Biteau et al. 2000)(Giroud et al. 2009).



2.1.2 Organisation cellulaire

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés fusiformes, mis en évidence
chez 'Homme dans le sang, les ganglions, le liquide céphalo-rachidien, tres mobiles
a I'état frais. La coloration permet de visualiser un noyau central et le noyau de la
mitochondie (le kinétoplaste) situé a proximité de 'origine du flagelle. Leur taille varie
de 15 & 30 um de long et 1,5 a 3,5 um de large. Le flagelle borde latéralement le

corps cellulaire et se prolonge en avant du parasite (Figure 2).

Posterior Anterior

SO

10
1. Nucleus 7. Lysosome
2. Kinetoplast 8. Endosomes
3. Flagellar pocket 9. Mitochondrion
4.  Basal body and probasal body  10. Microtubule cytoskeleton
5. Axoneme and paraflagellarrod 11, Glycosomes
6. Golgi

Figure 2 : Organisation cellulaire des Trypanosomes (Matthews et al. 2005)

Le périplasme

Le corps cellulaire est délimité par une paroi, le périplasme constitué de trois
couches. La médiane, est la moins dense et correspond a une bicouche lipidigue.
L’interne, est un tapis de microtubules sub-pelliculaires et I'externe un ensemble de
VSG constituant un manteau. Les microtubules sous-pelliculaires, au méme titre
que l'axonéme flagellaire et le corps basal, constituent le cytosquelette du
trypanosome. lls sont composés de protéines tubulines a et 3 polymérisées en
organelles cylindriques de 25 nm de diamétre. Le manteau de glycoprotéines de 15

nm d’épaisseur recouvre la totalité du trypanosome dans sa forme sanguine. Il



résulte de 'assemblage de diméres de VSG ancrées dans la membrane plasmique

par des groupements glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Figure 3).

el Aol 4

i
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Figure 3 : Forme sanguine de T. brucei en microscopie électronique (en haut a gauche).

Schéma d’'une coupe de la membrane (en haut a droite) et de la structure d’'un dimére de
VSG (en bas a droite). La structure d’'une ancre GPI est représentée (en bas a gauche) avec

les motifs galactose en vert et les acides gras en orange. (http:/legacy.earlham.edu).

Le flagelle et la poche flagellaire

Le flagelle est un organite plurifonctionnel nécessaire a la survie du parasite
au sein des divers environnements qu’il rencontre lors de son cycle de
développement. Le flagelle émerge de la poche flagellaire (petite invagination de la
membrane plasmique), puis s’étend le long du corps cellulaire en formant la
membrane ondulante (systeme complexe de fins filaments). Le flagelle se compose
d’'un axonéme, de structure microtubulaire riche en dynéines, impliqué dans la
mobilité ainsi que dans la croissance et la multiplication du parasite (Springer et al.
2011)(Blisnik et al. 2014). Il est initié a son point de fixation dans le cytoplasme, a
partir d’'un corps basal de structure centriolaire classique a 9 triplets, associé
perpendiculairement a un centriole secondaire sans flagelle (Cachon et al. 1988).
Outre son réle moteur, le flagelle permet au parasite de s’attacher a I'épithelium des

glandes salivaires de l'insecte. Il est également requis pour le bon positionnement


http://legacy.earlham.edu/

des organites, la morphogénese et la division cellulaire. Le trypanosome est un
modéle de choix pour I'étude du flagelle puisque sa structure de base est
conservée. La poche flagellaire intervient d’une part dans la polarité cellulaire et la
division cellulaire, et d’autre part, constitue le siége privilégié de [lactivité
d’endocytose / exocytose (Gull et al. 1999)(Field et al. 2009) (Figure 4).
Récemment, la formation de vésicules extracellulaires et de nanotubes a partir de la
membrane flagellaire a également été observée (Szempruch et al. 2016). Ces
vésicules seraient impliquées dans le transport de facteurs de virulence et
notamment dans le développement d’'une anémie chez I'héte (Szempruch et al.
2016).

Posterior Anterior

Figure 4 : (A) Schéma d’'une forme procyclique de T. brucei, avec la localisation de la
poche flagellaire (FP), du collet de la poche flagellaire (FPC), du kinétoplaste (K), de
I'appareil de Golgi (G), du flagelle (F) et du noyau (N). (B) Image en coupe en microscopie
électronique passant par la poche flagellaire d’'une forme procyclique de T. brucei.
L’astérisque correspond a l'axonéme. Corps basal (BB) et corps pro-basal (pBB).
(Bonhivers et al. 2008)(Perdomo et al. 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szempruch%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26771494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szempruch%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26771494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szempruch%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26771494

Les organelles

En dehors du réticulum endoplasmique (RE) qui est réparti a travers le
cytoplasme, les organelles de sécrétion et d’endocytose sont situés entre la poche
flagellaire, le kinétoplaste et le noyau, a proximité duquel se trouve l'unique
lysosome. L'appareil de Golgi présente une structure multivésiculaire a faces cis- et
trans- et différencie les endosomes de triage et de recyclage. Chez les
Trypanosomatidae, les principales étapes de la glycolyse sont réalisées dans un
organite apparenté aux peroxyzomes : le glycosome (Bringaud et al. 2015). En plus
des enzymes de la glycolyse, le glycosome contient également d’autres enzymes
telle la glycosyltransférase, nécessaire a la synthese des glycoprotéines (Marifio et
al. 2010). L'unique mitochondrie, ramifiée dans tout le cytoplasme, contient 'ADN
extrachromosomique a la base du flagelle dans une zone appelée kinétoplaste
(noyau de la mitochondrie). Le kinétoplaste constitue le support génétique des
adaptations métaboliques aux différents milieux dans lesquels le parasite évolue. Il
est constitué de 2 types de molécules d’ADN circulaire : les maxi-cercles (au
nombre de 10 a 30) et les mini-cercles (5000 a 10 000) entrelacés les uns dans les
autres, constituant ainsi un réseau complexe et compact (Simpson et al. 1987). Une
particularité est la maturation des ARNm mitochondriaux, qui se réalise par addition
et délétion de résidus uridine, impliquant un mécanisme appelé édition des ARN.

Le noyau

Le noyau est entouré d'une double membrane perforée. Il renferme le
karyosome ou nucléole et des granules de chromatine doublant la face interne de la
membrane nucléaire. La position du noyau est variable en fonction du stade évolutif
du parasite. Dans les formes sanguines, il est situé au centre ou dans la moitié
antérieure. Le noyau de T. brucei contient le génome diploide qui a été entierement
séquencé (Berriman et al. 2005) et compte environ 35 mégabases subdivisées en
11 chromosomes de 0,7 a 6 Mpb, 2 a 4 chromosomes intermédiaires de 300 a 900
kpb et 0 a 100 mini-chromosomes de 25 a 150 kpb, codant au total pour environ 10
000 genes polycistroniques. La maturation des ARN prémessagers nucléaires
présente la particularité de se faire par trans-épissage, qui correspond a I'ajout

d’une séquence leader.
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Variations morphologiques

Les trypanosomes sont soumis a des contraintes environnementales fortes,
car ils doivent obligatoirement se développer au sein de deux organismes: la
mouche tsé-tsé et 'hote mammifére. Les trypanosomes peuvent prendre plusieurs
formes selon le stade de maturation et 'organisme qui les héberge. Dans le sang
des mammiferes, on les trouve sous la forme trypomastigote qui englobe les formes
courtes ou « stumpy » infectantes pour la glossine et les formes longues ou
« slender » de multiplication. Dans le tube digestif de l'insecte vecteur, le manteau
protecteur est constitué de procycline, protéine qui les protege contre les enzymes
digestives de linsecte (Acosta-Serrano et al. 2001). Dans l'organisme hoéte, le
phénoméne de variation antigénique, par renouvellement de la VSG constitue un

mécanisme d’échappement majeur du parasite a la réponse immunitaire de I'hbte.

Les lipides

L’adaptation du trypanosome a son milieu environnemental induit une nouvelle
distribution de ses composants lipidiques. L’homéostasie lipidique met en jeu une
variété de facteurs régulant l'activité des enzymes responsables de leur synthése
de novo. Cette derniere s’effectue soit a partir de molécules précurseurs provenant
de I'nbte, soit a partir du catabolisme de lipides endocytosés (Voorheis et al.
1980)(Smith et al. 2010). Les lipides représentent 11 a 18% du poids sec des
trypanosomes et sont représentés par des phospholipides, des acides gras et des
stérols. Les phospholipides (glycérophospholipides et sphingolipides) représentent
environ 80% de ces lipides et comportent une forte proportion de
phosphatidyléthanolamine et de phosphatidylsérine. La composition en
phospholipides varie selon les formes du parasite. La biosynthese du
phosphatidylinositol se déroule dans le reticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi. Pour la biosynthese des acides gras, les trypanosomes possedent une voie
de biosynthése localisée dans la mitochondrie (fatty acid synthase type II) et une
autre voie de biosynthése, prédominante, localisée dans le réticulum
endoplasmique (fatty acid elongase system) (Ramakrishnan et al. 2013). La
composition en stérols varie fortement entre les formes sanguines et les formes
procycliques. Le cholestérol constitue 95% des stérols présents dans les formes

sanguines et provient de I'h6te par endocytose. Dans les formes procycliques, le
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cholesta-5,7,24-triénol, le cholestérol et I'ergosta-5,7,25(27)-triénol représentent
plus de 84% des stérols totaux (Smith et al. 2010). Chez les trypanosomes, les
phospholipides et certains stérols participent a la formation de radeaux lipidiques
(Denny et al. 2001), en particulier au niveau de la membrane du flagelle (Tyler et al.
2009)(Serricchio et al. 2015).

2.1.3 Division cellulaire

La réplication et la ségrégation des organelles pour produire deux cellules
filles sont fortement contr6lées durant le cycle cellulaire. Le cycle cellulaire des
cellules eucaryotes comporte quatre phases: G1, S, G2 et M. Dans les cellules
animales, la séparation cellulaire (cytodiérese) débute avant que la ségrégation des
chromosomes soit achevée lors de la mitose. La division cellulaire des
trypanosomes suit ce modeéle général mais présente des particularités (McKean et
al. 2003)(Hammarton et al. 2007). Notamment, les chromosomes ne se condensent
pas pendant la mitose. De plus, le corps basal, a la différence des cellules
animales, ne joue pas de rble dans l'organisation du fuseau mitotique mais est

impliqué dans la division du kinétoplaste.

Les étapes successives de la division cellulaire sont proches chez les formes
sanguines et chez les formes procycliques, avec une durée de cycle plus courte
chez les formes sanguines (6 heures contre 8,5 heures). Le cycle débute par la
maturation et la duplication du corps basal. Trés rapidement, ’ADN du kinétoplaste
se réplique et, pendant ce temps, un nouveau flagelle commence a se former a
partir du nouveau corps basal mature qui est en position postérieure. Les corps
basaux commencent a se séparer entrainant la ségrégation des kinétoplastes
(Robinson et al 1991). L’ADN nucléaire se réplique pendant que le nouveau flagelle
s’allonge vers I'extrémité antérieure de la cellule. La mitose se déroule ensuite et le
noyau le plus postérieur migre entre les deux kinétoplastes. La cytodiérése débute
a I'extrémité antérieure de la cellule et se poursuit vers I'extrémité postérieure pour
générer deux cellules filles (Figure 5). Les duplications du noyau et du kinétoplaste
sont coordonnées avec la croissance du nouveau flagelle. Les différentes étapes du
cycle sont contrélées par I'activation séquentielle de protéines régulatrices du cycle
cellulaire telles des cyclines, des kinases dépendantes des cyclines, et des

phosphatases, dont les réles different souvent de leurs orthologues présents chez
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la levure ou dans les systtmes mammiferes. Les points de contréle peuvent varier

selon le stade du cycle parasitaire (formes sanguines ou procycliques).

0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0unit

L 1

Nucleus G1 SN G2 M C

Kinetoplast G1 SK G2 D A
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< ? =
et N
/ Nucleus (1/ \

New basal body
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Cleavage furrow
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Figure 5 : Cycle de division cellulaire de T. brucei. En haut : déroulement d’'un cycle
de réplication du matériel génétique nucléaire et kinétoplastique. Le cycle du kinétoplaste
débute avant celui du noyau mais est plus court. SN : phase S du noyau ; M : mitose ; C :
cytodiérese (cytokinesis) ; SK : phase S du kinétoplaste; D : ségrégation des
kinétoplastes ; A : migration des corps basaux (apportioning) (McKean et al. 2003). En

bas : événements morphologiques lors de la division (forme procyclique) (Langousis et al.
2014).
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2.1.4 Cycle parasitaire

Les trypanosomes responsables de la maladie du sommeil chez 'Homme
(T.b. gambiense et T.b. rhodesiense) sont transmis par des insectes
hématophages du genre Glossina ou mouches tsé-tsé. Au moment d’'un repas
sanguin, la mouche tsé-tsé va ingérer avec le sang de I'héte infecté des formes
sanguines trypomastigotes du parasite (Bloodstream form, BSF). Ces parasites
se transforment dans lintestin de la glossine en trypomastigotes procycliques
(forme non infectante) et se multiplient par scissiparité. Au stade procyclique, les
trypanosomes évoluent dans le tube digestif de I'insecte, environnement basique
riche en protéases. Les formes procycliques quittent l'intestin, se différencient en
formes épimastigotes et migrent vers les glandes salivaires ou elles se
transforment en trypomastigotes métacycliques infectants (Vickerman et al. 1985).
Les trypanosomes sont alors susceptibles d’étre inoculés au niveau du tissu cutané

d’'un héte mammifere par la pigare du vecteur (Figure 6).

Tsetse fly Stages Human Stages

Epimastigates multiply Tselse fly takes

& blood meal . .
in salivary gland. They (injects metacyclic ypomasbacies) Injected metacyclic

transfarm into metacychic trypomastigotes transform
mrpcuashgmes. ,.-l""- - 3%: -_— — €) into bloodstream

trypomastigotes, which
Yrreﬂ to other sites.

o

Trypomastigotes multiply by
binary fission in vanous
body fluids, e.q., blood,

Procyclic irypomastigotes
leave the midgut and transform

into epimastigotes i
P 9 hymiph, and spinal fluid,
Tsetse fly takes
a blood meal
IHDOdglrbal‘l'u'.l'.'pdrﬂhhg\'.'llﬁg
are ingested) A
o [ % \

Blocdstream trypomastigoles h N
transform into procyclic A O Trypomastigotes in blood
trypomastigotes in selse fiy's =
midgut, Procyclic tryposmatigotes N
multiply by binary fission, b

A= Infective: Stage
A= Diagnostic Stage

Figure 6 : Cycle parasitaire du trypanosome (Centers for Diseases Control, CDC,
www.cdc.gov).
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Une réaction inflammatoire peut se développer localement sur le site de
piglre de la mouche, appelé chancre d’inoculation. Les formes métacycliques se
différencient en formes trypomastigotes longues («long slender forms ») qui
présentent des capacités accrues de mobilité et de multiplication. Le parasite
présente également le phénomeéne de variation antigénique de la VSG qui lui
permet de se protéger de la réponse immunitaire de I'héte. La diffusion du parasite
dans les différents tissus de I'héte rend compte des signes cliniques observés et
des stades de progression de la maladie. Les formes trypomastigotes longues se
différencient en des formes plus courtes et plus trapues (« short stumpy forms »)
qui sont non prolifératives. Cette différenciation dans le sang de I'héte est
indispensable pour la transmission du parasite a I'héte insecte. En effet,
'accumulation des formes courtes limite la population de parasites réduisant le
risque de mortalité de I'héte et augmentant ainsi la probabilité de transmission
des parasites. Ces formes trypomastigotes courtes subissent une dérégulation
du contrble des sites d’expression des genes de la VSG (Amiguet-Vercher et al.
2004), ce qui préviendrait la transition des formes sanguines courtes vers les
formes longues. Les formes trypomastigotes courtes sont transmises a
I'insecte vecteur lors de la piqdre. Le cycle parasitaire peut ainsi se poursuivre avec
la transmission a d’autres hoétes mammiféres. Récemment, la présence de
trypanosomes dans la peau de souris infectées a été observée. Ces trypanosomes
appartiennent a un nouveau compartiment et participeraient a la transmission au

vecteur (Capewell et al. 2016).

2.1.5 Présentation clinique

La THA évolue en plusieurs phases cliniques classiquement décrites : le
chancre d’inoculation ou trypanome qui peut passer inapercu, la phase de
généralisation lymphatico-sanguine (stade 1) associée a une réaction inflammatoire
disséminée avec vascularite, atteinte cutanée et viscérale et une activation
immunitaire inefficace, la phase de polarisation cérébrale avec pénétration du
parasite dans le systéme nerveux central (stade 2) suivie d’'une leucoencéphalite
mésenchymateuse périvasculaire. La phase terminale est une leucoencéphalite
auto-immune démyeélinisante responsable d’'un coma fébrile. L’évolution spontanée

de la THA se fait en quelques années vers une cachexie terminale et le déces. Il
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existe cependant des individus capables de se débarasser de leurs parasites.

2.1.6 Traitement de 'infection

Le traitement est mis en ceuvre aprés confirmation du diagnostic. Le
diagnostic biologique au cours de la THA est souvent réalisé lors de campagnes de
dépistage en zone d’endémie et commence par des tests sérologiques, notamment
l'agglutination sur carte ou CATT (Card Agglutination Test for Trypanosomiasis).
Les tests sérologiques permettent la sélection des sujets pour lesquels les
techniques parasitologiques doivent étre utilisées. Ces techniques visent a la
recherche des parasites par ponction ganglionnaire ou dans le sang, sur frottis
simple ou aprés techniques de concentration (centrifugation en tube capillaire ou par
passage a travers une colonne de diéthyl-amino-éthyle (DEAE) cellulose, suivie
d'une centrifugation de I'éluat. Une fois le diagnostic posé, I'analyse du liquide
céphalo-rachidien (LCR) permet de différencier les stades 1 et 2 de linfection
(présence de trypanosomes, nombre de cellules/uL), afin de déterminer le traitement

adéquat.

Le traitement de la THA repose sur des médicaments anti-trypanosomaux
spécifiques et sur la prise en compte et le traitement des situations pathologiques
associées comme les infections bactériennes concomitantes, le paludisme, la
présence d’'une anémie profonde, d’'un état de déshydratation et de dénutrition. Les
médicaments anti-trypanosomaux font I'objet de dons a I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) par les firmes pharmaceutiques Bayer (Allemagne) et Sanofi-

Aventis (France). Les produits peuvent étre commandés auprés de 'OMS.

Infection a T.b. gambiense stade 1

Au cours de la THA a T.b. gambiense, le traitement de la phase lymphatico-
sanguine (stade 1) repose sur l'usage de la pentamidine (pentamidine isétionate,
Pentacarinat®) depuis plusieurs décennies. La pentamidine est également efficace
pour traiter les leishmanioses et les pneumopathies a Pneumocystis jirovecii. Elle
est concentrée dans le cytoplasme des cellules du trypanosome grace a un
transporteur actif. Des souches sont résistantes par suppression de ce mécanisme

de transport (de Koning et al. 2001). La pentamidine se lie a 'ADN et 'ARN
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notamment au niveau de ’ADN du kinétoplaste. Le mécanisme d’action précis reste
non connu mais il a été observé que la pentamidine induit des perturbations du
métabolisme du glucose, ainsi qu’un blocage de la phosphorylation oxydative et de
la synthése de certaines protéines. La pentamidine est administrée
quotidiennement par voie intra-musculaire ou par voie intra-veineuse lente pendant
sept jours. Les effets indésirables les plus fréquents sont une douleur au site
d’injection (rarement compliquée d’abcés septique ou aseptique), un épisode
d’hypoglycémie ou d’hypotension. Des aliments ou boissons sucrés sont proposés
au patient avant I'administration, et il est recommandé de rester allongé au moins
une heure aprés linjection. Les complications séveéres comme les réactions

anaphylactiques et les pancréatites cliniques surviennent rarement.

Infection a T.b. gambiense stade 2

Le mélarsoprol (ou Mel B, Arsobal®), un dérivé de I'arsenic, a été découvert en
1949 et a longtemps été le seul traitement pour le stade 2 de linfection a T.b.
gambiense. Les concentrations observées au niveau cérébral sont tres inférieures
aux concentrations plasmatiques (de I'ordre du centieme) mais restent suffisantes
pour entrainer un effet trypanocide. Le principal mécanisme d’action du mélarsoprol
est une inhibition trypanothion réductase. Ce dernier mécanisme expose le
trypanosome aux radicaux libres toxiques. Il s’agit d’un traitement mal toléré avec
de nombreux effets indésirables tels 'encéphalopathie arsénicale (fréquence 5 a
10% et mortalité de I'ordre de 50%), des neuropathies périphériques, une toxicité
hépatique, des éruptions cutanées et des phlébites. En outre, des taux d’échecs

élevés ont été rapportés dans plusieurs zones d’endémie.

L’éflornithine (a-difluorométhylornithine ou DFMO, Ornidyl®) est un inhibiteur
de la premiére étape de la biosynthése des polyamines, c’est-a-dire la formation de
putrescine a partir de l'ornithine par I'ornithine décarboxylase (Bacchi et al. 1980).
Son passage dans le LCR est relativement important. Sa concentration y reste
cependant inférieure a la concentration sanguine. Une meilleure tolérance de
I'éflornithine comparativement au mélarsoprol a été démontrée au cours d’études
cliniques (Balasegaram et al. 2009)(Chappuis et al. 2005) et I'éflornithine a
progressivement remplacé le mélarsoprol comme traitement de premiére intention.

Un usage trés large de I'éflornithine a cependant été limité par les contraintes liées
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aux nombreuses perfusions (56 perfusions de plus de 30 min sur 14 jours). Dans le
but de raccourcir et simplifier la durée du traitement basé sur I'éflornithine, celle-ci a
été proposée en combinaison avec le nifurtimox (Lampit®). Le nifurtimox est un
nitrofurane déja utilisé dans le traitement de la maladie de Chagas. Son mécanisme
d’action serait double : d’'une part toxicité sur 'ADN parasitaire et, d’autre part,
formation et accumulation d’anion superoxyde, de peroxyde d’hydrogéne et de
radicaux hydroperoxydes toxiques pour le trypanosome. Le NECT a montré sa non-
infériorité par comparaison avec le traitement standard par éflornithine au cours de
la THA (Priotto et al. 2009).

Infection a T.b. rhodesiense stades 1 et 2

Au cours de la THA a T.b. rhodesiense, le traitement de la phase lymphatico-
sanguine repose sur la suramine (Moranyl®, Germanin®), par voie intra-veineuse
selon un schéma s’échelonnant sur 30 jours. La suramine inhibe des enzymes de la
glycolyse. Les cibles enzymatiques les mieux identifiées sont la glycérol-3-
phosphate oxydase et la glycéraldéhyde-3-phospho-deshydrogénase. Les effets
indésirables sont la néphrotoxicité, la survenue de neuropathies périphériques et la
toxicité médullaire. Ces effets indésirables sont généralement modérés et
réversibles. Une réaction d’hypersensibilité aigué peut survenir, faisant
généralement recourir a une faible dose test initiale. T.b. rhodesiense n’est pas
sensible a I'éflornithine. En conséquence, le mélarsoprol reste le seul traitement
efficace pour les patients au stade encéphalitique, malgrés le mauvais profil de
tolérance de cette molécule. Un schéma de traitement de dix jours en une injection
quotidienne est maintenant validé (Burri et al. 2000). Les différents schémas de
traitements sont résumés dans le Tableau 1. D’autres molécules sont en cours
d’évaluation dans la THA telles le féxinidazole (Torreele et al. 2010)(Bahia et al.

2014) ou les oxaboroles (Jones et al. 2015).

Surveillance clinique et biologique

Un suivi aprés le traitement devrait étre proposé a tous les patients, a 6 mois
et a 2 ans. Cependant, I'adhésion habituellement faible au suivi en zone d’endémie
rend souhaitable de chercher a raccourcir ces délais. Une étude a montré que la

plupart des patients peuvent étre classés 6 mois apres le traitement comme guéris
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(absence de trypanosomes et < 5 éléments/uL dans le LCR) ou en rechute

(présence de trypanosome ou > 50 éléments/pL dans le LCR), le statut des patients

restants pouvant étre établi a 12 mois en utilisant la valeur seuil de 20 éléments/puL

dans le LCR (Mumba Ngoyi et al. 2010).

Tableau 1 : Description des traitements utilisés dans la THA (d’aprés Malvy et al

2011)(Burri et al. 2010)

Traitements de
premiere ligne

Posologies

Alternatives

T.b. gambiense
Stade 1

Stade 2

Pentamidine

NECT

4 mg/kg/jour IM ou IV (sur
2 heures) x 7 jours

Eflornithine 400mg/kg/jour
IV en 2 perfusions (sur 1
heure) x 7 jours +
nifurtimox 15 mg/kg/jour
per-os en 3 prises / jour x
10 jours

Eflornithine 400
mg/kg/jour IV en 4
perfusions x 14 jours

ou

(2° ligne) : Mélarsoprol
2,2 mg/kg/jour IV x 10
jours

T.b. rhodesiense
Stade 1

Stade 2

Suramine

Mélarsoprol

Dose test de 4-5 mg/kg IV
a J1 puis 20 mg/kg IV
hebdomadaire x 5
semaines (dose maximum
par injection : 1g)

2,2 mg/kg/jour IV x 10
jours

3 séries de 3,6
mg/kg/jour IV pendant
3 jours, espacées de 7

jours

IM : intra-musculaire, IV : intra-veineuse

* Le diminazéne (Bérénil®) a été utilisé. Il n’est actuellement autorisé que pour l'usage

vétérinaire.

19



2.2 Labiosynthése des stérols, cible thérapeutique dans la THA

2.2.1 Les stérols

Les stérols sont des lipides possédant un noyau stérane (un alcane
quadricyclique : perhydrocyclopentanophénanthrene) dont le carbone 3 est porteur
d'un groupe hydroxyle (Figure 7). lls sont parfois utilisés comme biomarqueurs de la

présence de cellules eucaryotes (Waldbauer et al. 2011).

Figure 7 : nomenclature des atomes de carbones des stérols, International Union of Pure and
Applied Chemistry - International Union of Biochemistry, 1989 (Lepesheva et al. 2011).

Les stérols (le cholestérol chez les vertébrés, [I'ergostérol chez les
champignons, le sitostérol chez les végétaux) sont indispensables a la formation
des membranes (Nes et al. 1977). lls sont également impliqués dans la fluidité et la
perméabilité de ces membranes en modulant I'activité des protéines et des canaux
ioniques présents. En effet, le cholestérol et les sphingolipides participent a la
constitution de radeaux lipidiques qui forment des structures rigides dans la
membrane et sont des zones privilégiées pour certaines protéines. Ces radeaux
lipidigues ont un role essentiel dans la signalisation cellulaire en permettant la
concentration de protéines impliquées dans certaines fonctions physiologiques, par
exemple I'exocytose. La participation des sphingolipides et de certains stérols a la
formation de radeaux lipidiques a été montrée chez T. brucei (Denny et al.
2001)(Tyler et al. 2009)(Serricchio et al. 2015). En outre, les stérols sont les
précurseurs de molécules actives a de trés faibles concentrations (de l'ordre du

nano-molaire) qui sont impliquées dans la régulation des processus de croissance
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et de développement chez de nombreux organismes (Edwards et al. 1999).
L'importance des hormones stéroides chez les animaux et les plantes est bien
établie. Certaines données indiquent que certains stérols présentent également des
réles de régulations proches chez les champignons (Dahl et al. 1987)(Parks et al.
1995)(Goldstein et al. 2006) ainsi que chez les Trypanosomatidae (Roberts et al.
2003)(Zhou et al. 2007). Il a ainsi été proposé que les stérols puissent jouer un role
« métabolique » dans la régulation du cycle cellulaire. Ce role, parfois également
nommé « sterol sparking », est imprécis. Il a été rapporté chez les champignons,
des effets de I'ergostérol sur le métabolisme des phospholipides et sur une protéine

kinase impliquée dans le cycle cellulaire (Dahl et al. 1987).

2.2.2 Biosynthése des stérols chez les Trypanosomatidae

La voie de biosynthése des stérols est présente chez les organismes
eucaryotes, et a joué un role dans leur diversification au cours de I'évolution
(Rohmer et al. 1979)(Volkman et al. 2005). Certains protozoaires, comme
Plasmodium, ne possédent pas dans leur génome de séquences codant pour la
voie de biosynthése des stérols. En revanche, il a été montré par séquencage que
les génes codants pour les enzymes de cette voie de biosynthese sont présents
chez de nombreux Trypanosomatidae (T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T.
congolense, T. vivax, T. cruzi, L. major, L. infantum, L. brasiliensis, L. amazonensis)
(Lepesheva et al. 2011).

BN

Chez les Trypanosomatidae, la biosynthése des stérols débute a partir de
I'acétyl-CoA vers la production de mévalonate, de farnésyl-pyrophosphate puis de
squalene et de 2,3-oxidosqualene. Chez T. brucei, le glucose est la principale
source de carbone pour la production d’acétyl-CoA dans la mitochondrie (Riviére et
al. 2009). La cyclisation du 2,3-oxidosqualéne en lanostérol est similaire aux
champignons et aux animaux mais est differente au niveau des plantes et des
algues qui produisent du cycloarténol. Ceci est en accord avec des données
phylogénétiques en faveur d’'une évolution divergente des Trypanosomatidae a
partir d’'un ancétre autre qu’un organisme présentant une photosyntheése (El-Sayed
et al. 2005). Les étapes suivantes comportent des réactions de déméthylation et de
modification des cycles stérols et de la chaine C20-27 (Figure 8). La séquence

précise de ces différentes étapes est incomplétement connue. Chez les
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Trypanosomatidae, la voie de biosynthése des stérols conduit a la production
d’ergostérol et de ses dérivés 24-méthylés et alkylés (Zhou et al. 2007)(Lepesheva
et al. 2007). Contrairement aux autres Trypanosomatidae, les formes sanguines de
T. brucei ont la particularité d’utiliser le cholestérol plasmatique de leur héte pour la
constitution de leurs membranes (Coppens et al. 1988). Néanmoins, il a été montré
que la voie de biosynthése endogéne des stérols reste active, y compris dans des
conditions ou le cholestérol est disponible en abondance (Zhou et al. 2007)(Nes et
al. 2012). Les faibles quantités de dérivés de I'ergostérol produites par le parasite
(<10*°g/parasite) suggérent que, au cours de son cycle chez le mammifére, T.
brucei utilise les stérols endogénes pour un role métabolique ou de signalisation
(Nes et al. 2012).
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Figure 8 : Biosynthése des stérols chez les Trypanosomatidae. (1) Lanostérol. (2) 24-Méthylenedihydrolanostérol. (3) 4a,14a-
Diméthylcholesta-8,24-dien- 3B-ol. (4) 4a,14a-Diméthylergosta-8,24-dien-33-ol. (5) 14a-Méthylcholesta-8,24-dien-33-ol. (6)
14a-Méthylergosta-8,24-dien-3B-ol. (7) Zymostérol (8) Ergosta-8,24-dien-33-ol. (9) Cholesta-7,24-dien-33-ol. (10) Ergosta-
7,24-dien-3B-ol. (11) Cholesta-5,7,24-trien-33-ol. (12) Ergosta-5,7,24-trien-3B-ol. (13) Ergostérol. (14) Stigmasta-7,24-dien-34-
ol. (15) Stigmasta-5,7,24-trien-3B-ol. (16) Stigmasta-5,7-dien-3B-ol. (17) Stigmasta-5,7,22-trien-33-ol. (18) Dermostérol. (19)
Ergosta-5,24-dien-33-ol. (20) Ergost-5-en-33-ol. (21) Ergosta-5,22-dien-33-ol. Abréviations : HMG CoA, 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl coenzyme A; HMGR, HMG CoA réductase; SEO, squaléne-2,3-époxidase; 14-DM, Cl4a-stérol déméthylase; SMT, S-
adénosyl-L-méthionine C24-A-stérol méthyltransférase. (Roberts et al. 2003)
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2.2.3 CYP51

CYP51 (stérol 14a-déméthylase) est un des éléments de la famille 51 de la
superfamille du cytochrome P450. Cette superfamille rassemble des hémoprotéines
impliquées dans le métabolisme de substances organiques et la biosynthése de
stéroides, de lipides, et de vitamines, chez les eucaryotes. Le terme P450 provient
de la longueur d'onde du pic maximum d’absorption de ces enzymes en
spectrophotométrie lorsqu’elles sont a I'état réduit (450 nm). CYP51 est connue et
étudiée depuis 40 ans (Mitropoulos et al. 1976)(Nes et al. 1977)(Trzaskos et al.
1984). Cette enzyme a été purifiée pour la premiere fois a partir de Sacharomyces
cerevisiea en 1984 (Yoshida et al. 1984).

CYP51 de T. brucei est codée par une seule copie de gene situé sur le
chromosome 11  (TriTrypB  database, gene number Tb11.02.4080,
http://tritrypdb.org). Ce géne code une protéine de 481 acides aminés et de masse
moléculaire 51,5 kDa. La structure de la protéine a été étudiée et comporte 12
hélices a majeures (A a L), 10