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Screening et identification de molécules actives sur Toxoplasma gondii et autres protozoaires
d’intérét médical et vétérinaire.

Toxoplasma gondii, Neospora caninum et Plasmodium falciparum sont des parasites
protozoaires intracellulaires obligatoires, respectivement responsables de la toxoplasmose, de la
néosporose et du paludisme. Les différents traitements mis en ceuvre reposent sur une association
médicamenteuse. Cependant, des échecs thérapeutiques et des résistances aux traitements ont été décrits.
Notre travail a porté sur I’identification de molécules actives isolées par Chomatographie de Partage
Centrifuge (CPC) a partir d’extraits d’écorces d’Anogeissus leiocarpus, un arbre d’Afrique de I’ouest
connu pour son activité antipaludique, et de dix arbres de la région Champagne-Ardenne. Nous nous
sommes penchés, dans un premier temps, sur I’activité antiparasitaire des fractions obtenues a partir
d’extrait d’écorce d’A. leiocarpus. La trachélospérogénine E et I’extrait global sans tanin se sont révélés
actifs, notamment en inhibant I’invasion des cellules hotes par T. gondii. Cet extrait a également préservé
la survie des souris atteintes de toxoplasmose chronique. Les mémes composés naturels ont eu un effet
contre N. caninum et P. falciparum. Dans une seconde partie, 30 extraits d’écorces de dix arbres de la
région Champagne-Ardenne ont été testés sur T. gondii et N. caninum. Les composés responsables de
I’activité antiparasitaire présents chez Alnus glutinosa semblent étre la bétuline et ses dérivés. Dans la
derniére partie, nous nous sommes intéressés a I’activité de 400 molécules de synthese de la Pathogen
Box. Huit d’entre elles ont eu un effet significatif contre T. gondii, dont trois avec une sélectivité
importante. Des expérimentations sont toutefois a réaliser pour N. caninum.

Mots-clés : criblage moléculaire, parasites protozoaires, chromatographie de partage centrifuge,
Pathogen Box, écorces, molécules actives.

Screening and identification of active molecules towards Toxoplasma gondii and other protozoans
of medical and veterinary interest.

Toxoplasma gondii, Neospora caninum and Plasmodium falciparum are mandatory intracellular
protozoan parasites and are responsible for toxoplasmosis, neosporosis and malaria, respectively. The
different treatments used are based on drug combination. However therapeutic failures and drug
resistances have been described. Our work focused on the identification of active compounds isolated
by Centrifugal Partition Chromatography (CPC) from crude barks extracts from Anogeissus leiocarpus,
a West African tree known for its antimalarial activity, and ten trees from the Champagne-Ardenne
region. First we studied the activity of the fractions obtained from the crude bark extract from A.
leiocarpus. Trachelosperogenin E and the global extract without tannin showed a good activity by
inhibiting host cell invasion by T. gondii. The latter was able to preserve mice survival toward chronic
toxoplasmosis. These extracts were also active on N. caninum and P. falciparum. In a second part 30
crude barks extracts from ten trees located in the Champagne-Ardenne region were screened on T. gondii
and N. caninum. Compounds responsible for the antiparasitic activity found in Alnus glutinosa were
especially betulin and its derivatives. In the last part of this study we focused on the antiparasitic activity
of 400 synthetic molecules from the Pathogen Box. Eight out of them were significantly efficient against
T. gondii, among which three showed an important selectivity. Further experiments must be completed
in the case of N. caninum.

Keywords: molecular screening, protozoan parasites, centrifugal partition chromatography, Pathogen
Box, barks, active molecules.
Discipline : SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE

Spécialité : Parasitologie et chimie antiparasitaire

Université de Reims Champagne-Ardenne
PROTAL — EA 3800
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Introduction

Contexte scientifique et présentation de I’étude

La toxoplasmose est une maladie ubiquitaire d’origine parasitaire due a un protozoaire
tres répandu, Toxoplasma gondii. C’est I’'une des infections parasitaires les plus courantes,
généralement bénigne chez les individus immunocompétents. Néanmoins, la gravité de cette
pathologie est liée, d’une part, au risque de transmission feetale du parasite lors de la primo-
infection de la mére au cours de la grossesse (toxoplasmose congénitale), et, d’autre part, a la
réactivation d’une infection antérieure du parasite aboutissant a une toxoplasmose cérébrale ou
généralisée chez les patients immunodéprimés. T. gondii envahit les cellules-h6tes par une
pénétration active qui aboutit a la formation d’une vacuole parasitophore au sein de laquelle le
parasite se multiplie rapidement. Cela va provoquer I’éclatement des cellules-h0tes et permettre
ainsi aux parasites d’envahir les cellules voisines. Les thérapies mises en jeu pour contrer cette
pathologie restent toutefois limitées, offrant une efficacité relative puisque les formes kystiques

du parasite sont insensibles aux traitements in vivo.

La néosporose est également une maladie ubiquitaire d’origine parasitaire due a un
protozoaire, Neospora caninum. A I’inverse de la toxoplasmose, il s’agit d’une maladie
exclusivement vétérinaire. Elle est responsable d’avortements chez les chiens, les ovins, mais
aussi et surtout chez les bovins. L’ impact économique consécutif a ces avortements est d’autant
plus important que le parasite peut persister chez les animaux n’ayant pas été avortés,
perpétuant ainsi la contamination au sein d’un élevage. N. caninum est tres proche de T. gondii
d’un point de vue phylogénétique (Ellis et al., 1994). Ainsi, de la méme fagon que pour ce
dernier, I’invasion des cellules-h6tes par N. caninum est un processus actif aboutissant a la
formation d’une vacuole parasitophore ou les parasites vont se multiplier rapidement avant
d’éclater la cellule-hdte et envahir les cellules adjacentes. Les traitements utilisés sont peu

nombreux et partiellement efficaces.

Tout comme les deux pathologies citées précédemment, le paludisme est une maladie
due a un parasite protozoaire apicomplexe du genre Plasmodium, qui comporte cing especes
pathogénes pour ’Homme, et dont la forme la plus grave est provoquée par Plasmodium
falciparum. Cette maladie humaine est I’une des principales causes de mortalité dans le monde.
Transmis par un moustique du genre Anopheles, le paludisme est présent en Amérique du Sud,

en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud. Les traitements mis en jeu contre ce parasite sont
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peu nombreux et peu accessibles aux populations touchées. Ces problemes sont d’autant plus
importants que P. falciparum est capable de développer des chimiorésistances, rendant un
certain nombre de traitements inefficaces. La lutte antipaludique repose principalement sur des

traitements prophylactiques et des répulsifs anti-moustiques.

Les traitements contre ces trois infections parasitaires ont consisté notamment en
I’association d’un sulfamide et de pyriméthamine. Ces molécules agissent en synergie afin de
bloguer la voie de synthese des folates en inhibant respectivement deux enzymes parasitaires :
la dihydroptéroate synthase (DHPS) et la dihydrofolate réductase (DHFR). L’inhibition de ces
deux enzymes entraine ainsi l’arrét de la réplication du parasite. Néanmoins, aucun des
traitements actuels utilisés contre la toxoplasmose, la néosporose ou le paludisme n’est exempt
d’échecs thérapeutiques. En effet, un certain nombre de ces échecs ont été rapportés chez T.
gondii (Baatz et al., 2006; Dannemann et al., 1992; Derouin, 2001), N. caninum (Lindsay and
Dubey, 1990) et P. falciparum (Sahr et al., 2001). De plus, il a été démontré que des résistances
médicamenteuses peuvent se développer chez ces parasites (Doliwa et al., 2013; Lindsay et al.,
1996; Mita and Tanabe, 2012; Reynolds et al., 2001) et qu’il existe également une variabilité
de la susceptibilité vis-a-vis des traitements antiparasitaires (Meneceur et al., 2008; Webster et
al., 1985). Il est également important de noter que ces traitements présentent souvent des effets

secondaires relativement importants (Dujovne et al., 1967; Weinke et al., 1991).

Le faible nombre de molécules actives et utilisables in vivo ainsi que la possibilité de
voir se développer un mécanisme de résistance chez le parasite obligent donc les scientifiques
a rechercher de nouvelles molécules actives, qu’elles soient issues de synthése chimique ou de
substances naturelles. Parmi celles-ci, notre étude s’est focalisée, en partie, sur Anogeissus
leiocarpus, un arbre trés présent en Afrique de 1’ouest et communément appelé le « bouleau
d’Afrique ». Il est utilisé en médecine traditionnelle africaine pour soigner la fiévre, la toux, les
rhumatismes, les maladies de peau, mais aussi pour traiter certaines maladies dues a des
parasites protozoaires telles que le paludisme et la maladie du sommeil. D’autres arbres de la
région Champagne-Ardenne ont également été testés dans le cadre de ce travail de these pour
leurs potentielles activités antiparasitaires, le but étant d’explorer de nouvelles pistes de
valorisation des sous-produits de la filiere bois. Nous avons également testé un ensemble de
400 composes de synthése issus de la Pathogen Box. L’ensemble de ces expérimentations,

initialement testées sur Toxoplasma gondii puis étendues a Neospora caninum et, dans une



Introduction

moindre partie, & Plasmodium falciparum, a eu pour objectif final d’aboutir a 1a mise en place

d’une unité de criblage antiparasitaire de substances naturelles ou synthétiques.
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Le manuscrit est organisé en quatre chapitres :

Le premier chapitre est une introduction présentant : i) les maladies et leurs agents
pathogenes respectifs, avec leurs traitements et les phénomenes de résistance a ceux-ci, ii) les
méthodes de screening des activités antiparasitaires, iii) les ressources naturelles étudiées dans
cette these, avec les différents arbres sélectionnés pour cette étude et leur possible utilisation
d’un point de vue médical, iv) la Pathogen Box fournie par la fondation Medicines for Malaria

Venture.

Le second chapitre concerne la présentation des matériels et méthodes, avec un détail

des souches parasitaires utilisées et des techniques employées.

Le troisiéme chapitre se focalise sur la présentation des résultats obtenus au cours de ces
travaux et de leur discussion. Il est découpé en trois parties.

La premiere partie se focalise sur I’étude de la chimiosensibilit¢ de T. gondii, N.
caninum et P. falciparum a différents extraits provenant d’A. leiocarpus ainsi que I’aspect
mécanistique mis en jeu lors de I’effet antitoxoplasmique observé pour les extraits les plus
efficaces. La seconde partie s’attarde sur la chimiosensibilité de T. gondii et N. caninum vis-a-
vis d’extraits d’écorces d’arbres provenant de la région Champagne-Ardenne. La troisiéme et
derniere partie, quant a elle, porte sur le criblage de la Pathogen Box sur T. gondii et N. caninum
et la découverte de composeés efficaces.

Enfin, le quatriéme et dernier chapitre présente une conclusion générale de I’ensemble
des travaux. Des perspectives sont proposées en dernier lieu pour approfondir ces travaux de

thése.
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i) Les maladies, agents pathogenes, traitements et
phénoménes de résistance

La toxoplasmose et Toxoplasma gondii

La toxoplasmose est une zoonose cosmopolite dont 1’agent pathogéne est Toxoplasma
gondii, un parasite protozoaire ubiquiste. C’est 1'une des infections parasitaires les plus
répandues. En effet, plus d’un tiers de la population mondiale serait exposée au parasite
(Montoya and Liesenfeld, 2004). En France, il apparait que moins de la moitié de la population
francaise est infectée (Fromont et al., 2009; Villena et al., 2010), et les modeles de prédiction
confortent la diminution de la séroprévalence d’ici a 2020 (Nogareda et al., 2014). La
séroprévalence semble d’ailleurs étre corrélée a I’hygieéne de vie et aux habitudes alimentaires

de la population (Montoya and Liesenfeld, 2004).

La contamination humaine s’effectue principalement par I’alimentation via 1’ingestion
de kystes présents dans les viandes crues ou pas assez cuites (Choi et al., 1997; Dubey and
Beattie, 1988). Elle peut également se faire via I’ingestion d’oocystes sporulés présents dans
les aliments souillés par des feces de chat contaminé (Jones and Dubey, 2010) ou encore dans
I’eau (Bowie et al., 1997; de Moura et al., 2006). Dans une moindre mesure, il est possible que
la transmission parasitaire de la forme tachyzoite ait lieu in utero (Montoya and Remington,
2008) ou par greffe d’organe (Derouin et al., 2008). Des cas plus exceptionnels, des
contaminations peuvent avoir lieu lors de transfusion sanguine (Singh and Sehgal, 2010) ou par

inoculation accidentelle au laboratoire (Herwaldt, 2001).
l. Les formes cliniques de la toxoplasmose

Il existe trois formes cliniques principales décrites : la toxoplasmose acquise de 1’individu
immunocompétent, la toxoplasmose congénitale et la toxoplasmose de [I’individu

immunodéficient.

1) La toxoplasmose acquise de I’individu immunocompétent

La toxoplasmose acquise est asymptomatique dans pres de 80 % des cas chez les individus

immunocompétents. Lorsqu’elle est symptomatique, elle est le plus souvent bénigne, avec des
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signes cliniques de type adénopathie, fievre et asthénie. Ces formes ganglionnaires guérissent
spontanément, sans traitement. Exceptionnellement, des atteintes viscérales séveres sont
possibles. Le diagnostic de cette pathologie repose sur la mise en évidence d’une

séroconversion toxoplasmique.

2) La toxoplasmose congénitale

La toxoplasmose congénitale résulte du passage transplacentaire des parasites présents dans
le sang maternel lorsqu’une mére non immunisée antérieurement subit une primo-infection
pendant sa grossesse. Le feetus n’étant pas mature d’un point de vue immunologique, la
propagation du parasite n’est pas controlée par le systéme immunitaire de celui-ci. Plus la mere
est infectée tot au cours de sa grossesse, plus les séquelles peuvent étre sévéres pour le feetus,

et inversement (Desmonts and Couvreur, 1974a; Montoya and Liesenfeld, 2004).

L’une des pathologies les plus courantes pour le feetus, consécutivement a I’infection par T.
gondii, est une encéphalomyélite. Les conséquences peuvent aller de la mortalité néonatale a
I’avortement. Dans d’autres cas, le bébé développe des retards mentaux progressifs et d’autres
déficiences neurologiques (retard psychomoteur, convulsions...). Dans le cas d’une
transmission materno-feetale tardive au cours de la grossesse, les conséquences pour le feetus
sont moins séveres. 1l risque néanmoins de développer des Iésions oculaires au cours de son
enfance ou pendant 1’adolescence, telles qu’une rétinochoroidite pouvant aboutir a une

diminution de la vision, voire a la cécité.

La toxoplasmose congénitale représente 2 a 3 séroconversions pour 1000 en France (Berger
et al., 2009), ce qui correspond a environ 300 naissances par an en 2007 (Villena et al., 2010).
La meilleure lutte contre la toxoplasmose congénitale consiste donc en la prévention. Celle-ci
a été mise en place en France a partir de 1978. Elle repose sur le contréle du statut immunitaire
de toute femme enceinte vis-a-vis de la toxoplasmose. En cas de séronégativité, une
surveillance sérologique est effectuée, d’aprés le décret de 1992. Si une séroconversion
maternelle a lieu, la datation de I’infection conduira a la proposition d’un diagnostic anténatal
permettant, en cas de test positif, de traiter I’enfant in utero (McLeod et al., 2006; Villena et al.,
1998). Toutes ces dispositions prises pour le dépistage et la prise en charge précoce de la

maladie ont permis de réduire de facon significative la gravité des lésions engendrées chez
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I’enfant. Cependant, elles n’ont pas permis de diminuer drastiquement le nombre d’infections

diagnostiquées au cours de la grossesse.

3) La toxoplasmose de I’individu immunodéficient

La toxoplasmose de I’individu immunodéficient a deux origines distinctes. Elle peut
résulter soit d’une primo-infection, soit d’une réactivation a partir des kystes présents chez un
individu déja infecté. Les personnes concernées par cette toxoplasmose sont des sujets
présentant une immunodéficience sévére pouvant étre liée au SIDA, a une greffe (greffe

d’organe, allogreffe de moelle osseuse) ou a une chimiothérapie.

La réactivation parasitaire se traduit par une transformation des bradyzoites présents dans
les kystes en tachyzoites, consécutivement a I’immunodéficience cellulaire. Ces derniers vont
ensuite se multiplier et se disséminer dans 1’organisme. L’atteinte cérébrale la plus fréquente
est ’encéphalite, pouvant étre mortelle si elle n’est pas prise en charge rapidement. Environ
95% des encéphalites toxoplasmiques sont provoquées par la réactivation parasitaire (Luft and
Remington, 1992).

L’infection toxoplasmique est particulierement grave chez les patients infectés par le Virus
de I’'Immunodéficience Humaine (VIH) et dont I’'immunodéficience est avancée. En fonction
du pays concerné, environ 12 a 47% des personnes infectées a la fois par ce virus et par T.
gondii sont sujettes a une réactivation parasitaire en 1’absence d’un traitement prophylactique
efficace (Kasper and Buzoni-Gatel, 1998; Luft and Remington, 1992). En France, au début des
années 2000, environ 200 cas de toxoplasmose chez des patients atteints du VVIH apparaissaient
chaque année. Ce nombre a fortement diminué depuis I’utilisation des trithérapies (Afssa,
2005). Au cours d’une greffe d’organe ou de moelle osseuse, le patient receveur est soumis a
un traitement immunosuppresseur pour éviter les rejets ou a une irradiation avant la greffe de
moelle. Il est alors susceptible de développer une toxoplasmose lorsque le greffon provient d’un

donneur déja infecté (Hill and Dubey, 2002).
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Il.  Toxoplasma gondii

1) Découverte du parasite

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire responsable de la
toxoplasmose. Ce protozoaire a été décrit pour la premiére fois en 1908 par Charles Nicolle et
Louis Herbert Manceaux, deux médecins francais a I’Institut Pasteur de Tunis. Cette découverte
eut lieu aprés qu’une épidémie d’origine inconnue toucha des rongeurs de laboratoire
Ctenodactylus gundi (Nicolle and Manceaux, 1908). lls isolérent ainsi un protozoaire de forme
arquée, qu’ils nommeérent Toxoplasma gondii. Son étymologie provient du grec toxon (arc) et
plasma (forme), ainsi qu’au rongeur chez lequel il a été découvert. La méme année, le parasite

est également décrit au Breésil chez le lapin (Splendore, 1908).

La premiére description d’un cas de choriorétinite induite par la toxoplasmose chez un
enfant n’a lieu que quinze ans plus tard, en 1923 (Janku, 1923). En 1939, Wolf, Cowen et Paige
sont les premiers a identifier T. gondii comme étant responsable d’une encéphalite chez
I’Homme (Wolf et al., 1939). Le premier test immunologique, le dye test, a été mis au point en
1949 par Sabin et Feldman (Sabin and Feldman, 1948). 11 a ainsi permis d’évaluer I’importance
de la prévalence de la toxoplasmose humaine, et donc mis en évidence la dispersion de cette
maladie au sein de la population mondiale. En 1974, et aprés une étude sur 15 ans, Desmonts
parvient a la conclusion que le parasite ne se transmet pas de la mere au feetus si la mere est
infectée avant sa grossesse et que les conséquences sur le feetus sont d’autant plus graves que
I’infection est précoce lors de la grossesse (Desmonts and Couvreur, 1974b). Au cours de cette
étude, en 1965, il découvre également que la viande insuffisamment cuite est responsable de la
contamination humaine par le parasite (Desmonts et al., 1965). Le r6le des felidés dans la
transmission des parasites via les feces est mis en évidence en 1969 (Kihn and Weiland, 1969),
expliquant ainsi 1’origine de la contamination des herbivores. Le cycle du parasite est
finalement décrit dans sa globalité par Hutchison (Hutchison et al., 1969) et Frenkel (Frenkel
etal., 1970).

T. gondii appartient au phylum des Apicomplexa et a ’ordre des Eucoccidiorida. Le genre
Toxoplasma ne comprend actuellement qu’une seule espece, Toxoplasma gondii, au sein de
laquelle se trouvent de nombreuses souches regroupées en lignées clonales (Dardé, 2004; Su et
al., 2012).
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2) Les stades parasitaires

Au cours de son cycle, T. gondii se présente sous trois stades infectieux : le tachyzoite, le

bradyzoite et le sporozoite.

a. Le tachyzoite

Le tachyzoite, du grec tachy signifiant « rapide », est la forme proliférative dont la
multiplication intracellulaire obligatoire a lieu lors de la phase active de I’infection. Il s’agit
d’une cellule de forme arquée, d’environ 8 pum de long et 3 um de large. Son extrémité
antérieure est effilée tandis que son extrémité postérieure est plus large et arrondie. Comme
pour tous les Apicomplexa, T. gondii présente un complexe apical dans son extrémité
antérieure. Ce complexe comprend un conoide, qui participe a la mobilité du parasite et a la
pénétration des cellules, des rhoptries, des micronémes et des granules denses (Dubey et al.,
1998a). L’apicoplaste est une autre structure caractéristique des Apicomplexa. C’est un plastide
contenant une molécule d’ADN circulaire de 35 kb. Il dériverait d’un chloroplaste ancestral
suite a une endosymbiose d’une algue rouge par une cellule eucaryote (Lim and McFadden,
2010). Bien que son réle ne soit pas encore clairement établi, il pourrait étre une cible de choix
dans de futurs programmes thérapeutiques (Bowman et al., 2014). Le tachyzoite est également
caractérisé par trois membranes superposées formant un complexe membranaire, un noyau, une
unique mitochondrie, un reticulum endoplasmique et un appareil de Golgi. L’ultrastructure

schématisée du tachyzoite est présentée dans la Figure 1.

Le tachyzoite est capable d’envahir tout type de cellule nucléée (Dubey and Beattie, 1988).
La pénétration de la cellule-hote par le parasite est un processus rapide, de 1’ordre de 30 a 60
secondes (Black and Boothroyd, 2000). 11 s’internalise dans la cellule-h6te en s’entourant d’une
vacuole parasitophore au sein de laquelle il se multiplie par endodyogénie. Il s’agit d’une
multiplication intracellulaire asexuée au cours de laquelle deux cellules-filles sont issues d’une
méme cellule-mere. Le « tachyzoite-fils » se multiplie a I’intérieur de la membrane du
« tachyzoite-pere » pour former des rosettes, aboutissant par la suite a 1’éclatement de la cellule-
hote. Celle-ci meurt, ce qui permet aux parasites qui s’y sont multipliés d’envahir rapidement
les cellules voisines. Selon la souche de T. gondii et le type de cellule envahie, le taux d’invasion
peut varier (Appleford and Smith, 1997; Kaufman et al., 1958). La forme tachyzoite est trés
fragile dans le milieu extérieur. C’est cette forme qui est utilisée dans les tests de

chimiosensibilité.
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Lorsque, chez l’individu immunocompétent, I’'immunité spécifique s’installe, il y a
interconversion de la forme tachyzoite en forme bradyzoite (du grec brady, signifiant « lent »)
(Weiss and Kim, 2000).
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\
®) __———— Micropore
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Centrioles
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Posterior pore

Figure 1. Ultrastructure d'un tachyzoite de T. gondii (d'aprées Dubey et al., 1998a).

b. Le bradyzoite

Le bradyzoite est une forme de latence et de résistance intracellulaire lors de 1’évolution de
I’infection dans 1’organisme. Sa morphologie est trés proche de celle de la forme tachyzoite,
malgré quelques différences. En effet, le bradyzoite présente un plus grand nombre de
micronémes et de grains d’amylopectine, en plus d’un épaississement de la membrane et de la
matrice de la vacuole parasitophore, Cette transformation aboutit a la formation du kyste
toxoplasmique. Celui-ci mesure entre 10 et 200 um et est une forme de résistance et de
dissémination pouvant contenir jusqu’a un millier de bradyzoites. Leur métabolisme est adapté
a une vie quiescente (Sullivan and Jeffers, 2012). La transformation du tachyzoite en bradyzoite
et la formation du kyste a partir de la vacuole parasitophore a lieu entre 4 et 6 jours post-
infection in vitro (Salimi et al., 2016; Weiss and Kim, 2000) et au moins 14 jours post-infection
in vivo dans un modele murin (Di Cristina et al., 2008). Les kystes persistent préférentiellement
dans les tissus pauvres en immunoglobulines tels que le systéme nerveux central, les muscles,

I’ceil et les viscéres. Leur éclatement est responsable de I’entretien de I'immunité protectrice

11
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chez les individus immunocompétents. L ultrastructure schématisée du bradyzoite est présentée

en Figure 2.
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Figure 2. Ultrastructure d'un bradyzoite de T. gondii (d'apreés Dubey et al., 1998a).

c. Le sporozoite

Les sporozoites se retrouvent au nombre de huit dans un oocyste sporulé. Les oocystes sont
formés lors de la reproduction sexuée chez I’hote définitif, un félidé. Au moment de la phase
aigué de I’infection, des centaines de milliers d’oocystes non sporulés sont émis dans les féces
de I’animal. Les oocystes contiennent alors une masse unique nommeée sporoblaste. Apres
sporulation dans le milieu extérieur se forment deux sporocystes contenant chacun quatre
sporozoites (Figure 3). lls sont peu différents des autres stades infectants en microscopie

électronique.
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Figure 3. Oocyste et sporozoites de T. gondii (Dubey et al., 1998a). (A) Oocyste non sporulé.
(B) Oocyste sporulé contenant deux sporocystes qui renferment chacun quatre sporozoites
(fleches). (C) Oocyste sporulé observé en microscopie électronique.

3) Le cycle parasitaire de T. gondii

Le cycle parasitaire de T. gondii (Hunter and Sibley, 2012) est divisé en deux phases
distinctes (Figure 4). La premiere est une phase de reproduction sexuée se déroulant
exclusivement chez 1’hote définitif, un félidé. La seconde phase est une phase asexuée qui a

lieu chez les hotes intermédiaires, les animaux a sang chaud.

a. La phase sexuée : gamétogonie

La gamétogonie se déroule exclusivement dans le systéme digestif de I’hote définitif lorsque
celui-ci s’infeste en ingérant des kystes contenus dans les tissus de ses proies, telles que des
petits rongeurs ou des oiseaux. Les parasites quiescents contenus dans ces kystes sont libéres et
pénétrent les cellules de 1’épithélium intestinal. Ils s’y multiplient de fagon active par
endodyogénie avant de se différencier en gamétocytes méles et femelles. La formation
d’oocystes non sporulés, et donc non infectieux, résulte de la fécondation des formes sexuées.

Ces oocystes vont par la suite étre excrétés par millions dans les feces des félidés environ 3a 5

13
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jours aprés infection via ingestion des kystes, pendant 7 a 15 jours (Dubey et al., 1970). Une

fois excrétés dans le milieu extérieur, les oocystes deviennent infectieux en 1 a 5 jours en

fonction des parametres environnementaux tels que la température et [’hygrométrie.

L’acquisition de I’infectiosité se fait par un processus de maturation appelé sporogonie,

aboutissant a la formation des sporozoites. Les oocystes sporulés peuvent ainsi rester quiescents

pendant plus d’un an dans le sol avant d’infester un nouvel héte intermédiaire ou définitif.
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Figure 4. Cycle parasitaire de T. gondii (Hunter and Sibley, 2012).

La viabilité des oocystes est assurée par les félidés puisque ceux-ci ont I’habitude d’enterrer

leurs féces, limitant leur dessiccation dans le sol. L’excrétion des oocystes a lieu pendant une

durée limitée apres I’infection du félidé, mais les ré-excrétions d’oocystes restent toutefois rares

(Dubey, 1995).
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b. La phase asexuée : schizogonie
La schizogonie a lieu chez 1’hote définitif. Dans le cas des omnivores et des carnivores, la
contamination se fait via ingestion de kystes présents dans les tissus des proies que constituent
d’autres hotes intermédiaires. Lorsque ces kystes se rompent, la multiplication active des
tachyzoites permet la dissémination du parasite dans tout I’organisme. Ceux-Ci vont ensuite
s’enkyster dans les tissus dont I’immunité est faible, tels que les muscles, les visceres, 1’ceil et
le systéeme nerveux central.

Dans le cas des omnivores et des herbivores, la contamination peut étre due a 1’ingestion
d’oocystes sporulés dont la paroi se rompt dans I’intestin. Les sporozoites ainsi libérés pénétrent
dans les cellules épithéliales de 1’intestin avant de se transformer en tachyzoites. A 1’issue d’une
bréve parasitémie de 1’ordre de quelques jours, les parasites s’enkystent dans les tissus de 1’hote.
IIs entrent ensuite a I’état quiescent pendant toute la vie de I’hote.

Cette parasitémie peut aboutir a une transmission directe de tachyzoites, notamment lors du
passage transplacentaire de la mére au foetus au cours de la grossesse. Une transmission directe
de tachyzoites peut également étre possible, mais exceptionnelle, au cours d’une transfusion

sanguine ou consécutivement a un accident de laboratoire.

4) Les différentes souches de T. gondii

Le genre Toxoplasma gondii n’est constitué que d’une seule espéce dont les différences
intraspécifiques sont significatives. La classification actuelle des souches est basée sur la
virulence chez la souris et la variabilité de marqueurs génétiques spécifiques.

Initialement, les premiéres études sur les souches de T. gondii s’attardaient sur les
comportements, relativement similaires, de celles-ci (Ferguson and Hutchison, 1981). A I’heure
actuelle, ces études se basent sur les caractéristiques phénotypiques et génotypiques (Lehmann
et al., 2000). Ainsi, trois génotypes principaux (I, 11 et I11) ont été identifiés, chacun montrant
une virulence variable sur la souris. Aujourd’hui, le genre Toxoplasma gondii est découpé en
six clades majeurs, regroupant 16 haplogroupes (Behnke et al., 2016). Historiquement, les
souches étaient réparties en trois lignées clonales, ou génotypes, auxquelles ont été ajoutées des

souches atypiques.

a. Typel
Les souches de génotype | sont des souches virulentes non kystogenes qui induisent une
toxoplasmose aigué et la mort des souris en moins de 10 jours (Howe et al., 1996). La dose
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Iétale 100% (DLioo) est & 1 tachyzoite (DLioo = 1), ce qui signifie que I’inoculation d’un seul
tachyzoite d’une de ces souches entraine une mortalité de 100% des souris. Les tachyzoites ont
une capacité de réplication tres rapide et disséminent rapidement dans I’organisme (Hitziger et
al., 2005). L’une des souches de type I de référence est la souche RH, isolée en 1939 et
largement utilisée dans les laboratoires depuis. C’est cette souche qui sera utilisée dans le

modele in vivo de toxoplasmose aigué chez la souris.

b. Typell

Les souches de génotype Il sont des souches kystogénes non virulentes qui provoquent une
toxoplasmose chronique asymptomatique. Les souris survivent avec persistance de kystes dans
le cerveau. Ces souches ont la particularité de se multiplier plus lentement in vitro (Radke et
al., 2001) et peuvent présenter des différences phénotypiques entre elles (Brenier-Pinchart et
al., 2010). La DLso est supérieure a 1000 tachyzoites. La souche ME49 sera utilisée dans le

modele in vivo de toxoplasmose chronique chez la souris.

c. Typelll

Les souches de génotype Il sont des souches non virulentes dont la pathogénicité est
intermédiaire. Par conséquent, elles peuvent provoquer une toxoplasmose subaigué aboutissant
a des conséquences neurologiques telles qu’une encéphalite. Certaines souris meurent
prématurément au bout de 2 semaines tandis que d’autres meurent au bout de 3 a 6 mois. La

DLso est supérieure a 1000 tachyzoites.

5) Les protéines de T. gondii

T. gondii, comme d’autres organismes unicellulaires, est composé d’une multitude
d’antigénes immunogeénes, membranaires ou cytoplasmiques ou faisant partie des composants
structuraux. La composition de la surface du parasite est modulée de maniere importante au
cours de I’interconversion bradyzoites/tachyzoites. De par sa multiplication rapide, le
tachyzoite est responsable de la dissémination et de complications cliniques lors de la primo-
infection ou lors des réactivations, contrairement au bradyzoite qui se multiplie lentement et ne
cause pas de dommage tissulaire significatif. Les molécules exprimées a un stade spécifique
semblent contréler les différences phénotypiques entre tachyzoites et bradyzoites. On distingue
les protéines de surface et les protéines contenues dans les organelles sécrétoires du parasite

(micronemes, rhoptries et granules denses). Certaines de ces protéines peuvent étre communes
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a plusieurs stades évolutifs. Les trois types de protéines décrits ci-dessous sont trés conservés

chez les parasites appartenant au phylum des Apicomplexa.

a. Les protéines de surface SAG

La membrane plasmique du parasite est recouverte de nombreuses protéines. Ces protéines
sont d’une grande variété et regroupent la superfamille des SRS (SAG1 -related sequence) (Jung
et al., 2004). Les SRS sont des protéines de surface divisées en deux sous familles dont les
membres prototypes sont SAG1 et SAG2A, respectivement (Cesbron-Delauw et al., 1994).
Elles sont ancrées a la membrane par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Manger et al.,
1998). Plusieurs études ont montré le réle des protéines SAG, notamment de SAG1, dans
I’attachement du tachyzoite a la cellule-hote lors de I’invasion (Mineo and Kasper, 1994;
Robinson et al., 2004). Le traitement des parasites avec des anticorps dirigés contre SAG1
inhibe la fixation du parasite a la cellule-h6te de 71% (Mineo and Kasper, 1994). Les protéines
SAG ne sont pas exprimées a tous les stades parasitaires. Ainsi, les protéines SAG1 et SAG2A
ne sont exprimées qu’au stade tachyzoite (Kasper and Ware, 1985) alors que SAG3, dont la
séquence d’acides aminés est trés proche de celle de SAG1 (Cesbron-Delauw et al., 1994), est
aussi exprimée au stade bradyzoite (Tomavo et al., 1991). La protéine majeure de surface SAG1

est la cible de la révélation enzymatique ELISA dans nos tests de chimiosensibilite.

b. Les protéines des organelles sécrétoires

T. gondii posséde trois organelles sécrétoires essentielles a I’invasion de la cellule-hote et &
la formation de la vacuole parasitophore : les micronemes, les rhoptries et les granules denses.
La répartition de ces organelles est présentée dans la Figure 5, d’aprés les travaux de Paredes-
Santos (Paredes-Santos et al., 2012).

i. Les protéines des micronémes (MIC)

Les micronémes sont localisés au pble apical du parasite. Ces organites ont une forme
allongée et sont orientés selon 1’axe principal du parasite au niveau apical et a la périphérie du
parasite. Leur role est essentiel dans la survie et la propagation parasitaire. Les protéines qu’ils
sécrétent sont impliquées dans la motilité, I’invasion et la virulence du parasite (Céréde et al.,
2005; Tomley and Soldati, 2001). La plupart des protéines des micronémes identifiées sont des

adhésines transmembranaires ou des protéines accessoires de ces derniéres. Lors du contact
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initial entre le parasite et la cellule-hdte, elles sont libérées et participent a 1’attachement du

parasite a la membrane de la cellule (Tomley and Soldati, 2001).

Figure 5. Reconstruction tridimensionnelle d'un tachyzoite de T. gondii mettant en
évidence les granules denses (bleu), les rhoptries (vert) et les micronemes (rouge) (d'apres
Paredes-Santos et al., 2012).

ii. Les protéines des rhoptries (ROP et RON)

Les rhoptries sont des organelles sécrétoires essentielles pour le parasitisme chez les
Apicomplexa. Les tachyzoites de T. gondii possedent 12 rhoptries, regroupées au p6le apical
du parasite. Ces organelles sont trés conservées au sein du phylum des Apicomplexa. De ce fait,

il est probable qu’elles aient un rdle important dans le cycle intracellulaire de ces parasites.

De nombreuses protéines de rhoptries ont été mises en évidence, telles que les ROP et les
RON. Les ROP (Rhoptry bulb Protein) sont présentes dans le bulbe et les RON (Rhoptry Neck
proteins) dans le cou des rhoptries. La plupart des protéines ROP et RON sont spécifiques des

Apicomplexa et n’ont pas ou peu de similitudes avec des protéines d’eucaryotes supérieurs.

Les rhoptries déchargent leur contenu lors de I’invasion de la cellule-hote. Bien que le

signal déclenchant la sécrétion des protéines soit inconnu, il dépend de la reconnaissance directe
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entre la surface du pdle apical du parasite et des molécules réceptrices de la cellule-h6te. Au
niveau de ce pole apical se trouve un orifice qui correspondrait a 1’ouverture via laquelle les
rhoptries secrétent leur contenu (Nichols et al., 1983). A la suite de ce processus, les protéines
des rhoptries ont des destinations différentes. Les protéines ROP vont en effet se retrouver dans
trois localisations principales : la lumiére et la membrane de la vacuole parasitophore (VP) et a
I’intérieur de la cellule-h6te (Beckers et al., 1994; Carey et al., 2004; Saffer et al., 1992). Les
protéines RON, quant a elles, vont former un complexe avec une protéine de micronéeme,
AMAL (Apical Membrane Antigen 1), et jouer un réle dans la jonction mobile entre le parasite
et la cellule-h6te (Lamarque et al., 2014).

iii. Les protéines des granules denses (GRA)

Les granules denses sont des vésicules sécretrices de 200 nm de diamétre entourées d’une
membrane unique. Leur nombre varie de 3 a 15 granules par parasite. lls jouent un réle
prépondérant dans les modifications structurales de la vacuole parasitophore et de sa membrane
dans le maintien du parasitisme (Nam, 2009). Les protéines des granules sont libérées a
I’intérieur de la vésicule parasitophore pendant et aprés 1’invasion de la cellule-hote. Elles sont
également impliquées dans la survie et la multiplication intracellulaire du parasite (Cesbron-
Delauw et al., 1996).

I11) Diagnostic et traitements de la toxoplasmose

1) Le diagnostic biologique

Le diagnostic biologique repose sur l’isolement du parasite, de son ADN et/ou de la
détection d’anticorps spécifiques. Le diagnostic de certitude est apporté par la mise en évidence
du parasite dans les différents prélévements biologiques. Il repose sur I’examen direct,
I’isolement du parasite et la détection d’ADN toxoplasmique. L’isolement du parasite nécessite
préalablement I’inoculation intrapéritonéale des prélévements a la souris. Ce type d’inoculation
est la technique de référence. L’inoculation a I’animal a 1’avantage de pouvoir étre pratiquée
sur tout type de prélévement. Lorsque 1’inoculum contient des toxoplasmes, les souris
développent une infection généralement asymptomatique dont le diagnostic est réalisé par
détection d’anticorps spécifiques 3 a 4 semaines apres 1’inoculation, avec présence de kystes
cérébraux. Cette technique présente une bonne sensibilité, bien que variable selon la richesse

de I’inoculum, une excellente spécificité et 1’avantage de détecter des parasites viables.
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Cependant, son délai de réponse tardif représente un inconvénient majeur pour le diagnostic.
La biologie moléculaire permet d’obtenir un diagnostic plus rapide a partir de tout type de
prélevement biologique, par exemple gréace a la technique de PCR en temps réel (Menotti et al.,
2010).

2) Le diagnostic serologique

Le diagnostic sérologique regroupe deux catégories de techniques de dépistage et de
diagnostic. La premiere catégorie correspond aux techniques dites de « premiére intention ».
Ce sont des techniques quantitatives qui reposent essentiellement sur des réactions immuno-
enzymatiques ou d’immuno-chimiluminescence. Elles permettent de quantifier des anticorps
IgG, IgM ou IgA. D’autres tests peuvent étre mis en ceuvre, tels que I’immunofluorescence ou
I’agglutination directe pour la détection des IgG. Ces techniques sont souvent utilisées en
association pour dater une infection chez la femme enceinte.

La seconde catégorie correspond a des techniques complémentaires dites de « seconde
intention ». Elles sont utilisées pour 1’analyse quantitative des anticorps notamment chez la
femme enceinte lorsque les tests cités précédemment ne permettent pas de dater précisément la
contamination. La technique de Western Blot est également utilisée pour I’analyse des profils

immunologiques dans le cas d’une toxoplasmose oculaire.

3) Les traitements de la toxoplasmose

Les voies ciblées par les molécules couramment utilisées dans le traitement de la
toxoplasmose sont la voie de synthése des folates, la voie de synthése de 1’apicoplaste et celle

du transport d’¢électrons dans la membrane mitochondriale.

a. Les inhibiteurs de la voie de synthése des folates

Utilisés dans la synthése des nucléosides, les folates sont des composés essentiels au
métabolisme et a ’homéostasie du parasite. Les inhibiteurs utilisés comprennent des inhibiteurs
de la dihydrofolate réductase (DHFR) et des inhibiteurs de la dihydroptéroate synthase (DHPS).
IIs sont utilisés en association afin d’établir un effet synergique sur les deux enzymes

parasitaires citées précedemment (Figure 6).
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Figure 6. Schéma simplifié de la voie de synthése des folates chez T. gondii.

La DHFR est présente chez I’Homme et 'utilisation d’inhibiteurs dans ce contexte résulte
en une carence en folates potentiellement responsable de troubles de 1’hématopoiése et de
feetopathies. La prescription, chez I’Homme, d’un inhibiteur de la DHFR doit donc étre
accompagnée d’une complémentation en folates. Dans le cadre de la toxoplasmose, la
pyriméthamine est ’inhibiteur de DHFR le plus communément utilisé. Les inhibiteurs de la
DHPS sont représentés par les sulfones et sulfonamides (principalement la sulfadiazine), dont
les effets secondaires fréquemment rapportés sont les allergies cutanées et 1’intolérance

digestive.

b. La voie de synthese des protéines et ’apicoplaste
Les macrolides (spiramycine, roxithromycine, clarithromycine, clindamycine,
azithromycine et kétolides) présentent une efficacité sur le toxoplasme, mais les deux molécules

les plus efficaces sont la clindamycine et I’azithromycine (Derouin, 2005). Plusieurs équipes
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ont montré que ces molécules ciblaient spécifiquement la réplication de 1’apicoplaste. Les délais
d’efficacit¢ font de ces molécules des choix thérapeutiques de seconde ligne, utilisées en
particulier en cas d’intolérance a la sulfadiazine (bithérapie pyriméthamine — clindamycine). La
spiramycine est le seul macrolide a étre utilisé couramment en monothérapie, dans le cadre des
séroconversions toxoplasmiques au cours de la grossesse. Si le diagnostic de toxoplasmose

congénitale est avéré, une bithérapie pyriméthamine — sulfamides est mise en place.

C. La voie de l’'ubiquinone, transporteur d’électrons

Les hydroxynaphtoquinones sont actives contre différents protozoaires (Baggish and Hill,
2002). Parmi elles, I’atovaquone agit au niveau du complexe du cytochrome bcl en entrant en
compétition avec 1’'ubiquinone et perturbe ainsi le transport d’électrons dans la membrane
mitochondriale et, indirectement, la voie de synthése de I’ADN. Chez T. gondii, I’atovaquone

représente aussi I’une des seules molécules potentiellement actives sur les kystes.
L’arsenal thérapeutique actuellement disponible est relativement pauvre et pourvu d’effets

secondaires rendant la prise en charge de la toxoplasmose parfois difficile et peu satisfaisante.

Il existe un réel besoin de nouvelles molécules efficaces et bien tolérées.
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La néosporose et Neospora caninum

La néosporose est une maladie vétérinaire cosmopolite dont I’agent pathogéne est
Neospora caninum, un parasite protozoaire ubiquiste. Tout comme Toxoplasma gondii, dont il
est trés proche d’un point de vue phylogénétique, il appartient au phylum des Apicomplexa. A

I’inverse de celui-ci, ¢’est un parasite qui ne touche pas I’Homme.

En plus de provoquer des avortements chez les chiens, N. caninum est responsable d’au
moins 20% des avortements chez les bovins dans plusieurs pays (Dubey et al., 2007). 1l est
considéré comme étant le premier agent abortif chez les bovins. En fonction des pays, la
séroprévalence oscille entre 10% et 50% (Reichel et al., 2013). En 2012, les avortements chez
les élevages de bovins (laitiers et allaitants confondus) induits par cette pathologie ont engendré
une perte économique de 1’ordre du milliard de dollars dans le monde (Reichel et al., 2013). La

contamination des élevages est liée a la nourriture donnée aux bovins (Dubey et al., 2007).

La contamination des chiens se fait essenticllement par 1’ingestion de viande
contaminée, tandis que la contamination des bovins s’effectue principalement par
I’alimentation via I’ingestion d’oocystes sporulés présents dans leur nourriture ou dans leur eau
de boisson (Dubey et al., 2007). Ces aliments souillés le sont généralement par des oocystes de
N. caninum provenant de féces de chien. De la méme fagon que pour T. gondii, la transmission

materno-feetale est possible entre la vache et son petit au cours de la gestation.
) La néosporose

1) Laneéosporose canine

Chez le chien, hote définitif, le parasite peut se retrouver dans tous les tissus de 1’animal
malade, dont la peau (Dubey, 2003). Ce tropisme explique la diversité des symptémes
consécutifs a une infection chez les animaux atteints, notamment le chiot et 1’adulte
immunodéprimé. En effet, chez ceux-ci, la néosporose est responsable de troubles locomoteurs
et neurologiques mortels tels que I’encéphalomyélite, la paralysie progressive des membres
postérieurs, la faiblesse des membres antéricurs et le déficit des nerfs craniens. D’autres
manifestations cliniques peuvent également avoir lieu : dermatite, pneumonie, hépatite,

pancréatite et phlébite sont parmi les plus répandues. Les cas de néosporose les plus séveres
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concernent les chiots infectés congénitalement. Cependant, le parasite peut infecter des chiens

de tout age et parfois étre mortel pour les animaux agés (Dubey, 2003).

La transmission verticale est également possible chez la chienne atteinte. En effet, les
tachyzoites de N. caninum se retrouvent dans les ovaires et 1’utérus (Barber et al., 1996),
favorisant ainsi la dissémination du parasite jusqu’au feetus. Le chiot atteint peut déclarer les
symptémes des 15 jours apres sa naissance (Dubey and Lindsay, 1996). Une femelle infectée

par N. caninum peut transmettre le parasite aux foetus tout au long de sa vie.

2) Lanéosporose bovine

Les bovins font partie des hotes intermédiaires. La néosporose bovine est responsable des
avortements dans les élevages de bovins, laitiers ou allaitants. Des le troisiéme mois de
gestation, la vache peut avorter a cause de la néosporose. La plupart de ces avortements ont lieu
entre le cinquieme et le sixiéme mois de gestation. Si le feetus meurt in utero, il peut se résorber
ou se momifier suite a sa dessiccation. Il a été demontré que le taux d’anticorps augmente entre
le quatrieme et le cinquiéme mois avant la parturition, ce qui suggere une réactivation du
parasite qui se trouvait a 1’état latent (Stenlund et al., 1999). Le mécanisme de réactivation est
cependant inconnu. Le parasite provoque également une altération du placenta (Buxton et al.,
2002) via sa multiplication et la réponse immunitaire induite. Tout comme la toxoplasmose, la

néosporose est d’autant plus grave pour le feetus que le celui-ci est infecté précocement.

La gestation peut cependant arriver a son terme. Ainsi, le veau va naitre avec ou sans signe
clinique. Dans le second cas, il présentera une néosporose chronique qui, s’il s’agit d’une
femelle, contaminera les futurs veaux de la méme facon. Les vaches seropositives sont
davantage susceptibles d’avorter que les vaches séronégatives (Dubey, 2003). Cependant,
jusqu’a 95% de veaux infectés congénitalement chez des vaches séropositives ne présentent pas

de signe clinique.
Les signes cliniques apparaissent principalement au-dela du deuxiéeme mois post-natal. Les

veaux atteints peuvent présenter un déficit de poids, une incapacité a marcher ou des atteintes

neurologiques et oculaires (exophtalmie, asymétrie des yeux).
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I1)  Neospora caninum

1) Découverte du parasite

Neospora caninum est un parasite intracellulaire obligatoire responsable de la néosporose.
Ce protozoaire a été décrit initialement en 1984 chez trois portées successives de chiots de race
Boxer (Bjerkas et al., 1984). Les chiots présentaient des troubles neurologiques entre 2 et 6
mois. Un parasite semblable a Toxoplasma gondii avait alors été observé sur des coupes
histologiques de cerveaux. Cependant, aucun anticorps anti-T. gondii n’avait été détecté au
cours des analyses sérologiques. La seule différence morphologique était que ce parasite non
identifié semblait plus gros que T. gondii. En 1988, une étude sur 23 chiens présumés atteints
de toxoplasmose a permis d’observer ce parasite parmi 10 de ces animaux. Ces travaux ont
abouti a la description du parasite jusqu’alors non identifi¢, désormais nommé Neospora
caninum (Dubey et al., 1988a). En 1991, des travaux portant sur la comparaison des antigenes
conservés de Neospora caninum isolés en 1988 avec ceux isolés en 1984 confirme que ces
derniers correspondent bien a ce parasite (Bjerkas and Dubey, 1991). Des études rétrospectives
ont également été réalisées, mettant en évidence la contamination de chiens par N. caninum des
1957 aux Etats-Unis (Dubey et al., 1990).

Les premieres études portant sur la relation parasite/nh6te ont montré que N. caninum
engendre, de par la multiplication intracellulaire des tachyzoites, des lésions nécrotiques
importantes en seulement quelques jours. Ces lésions provoquent une dégénérescence
neuromusculaire chez les hotes intermédiaire et définitifs se traduisant par la destruction d’un
grand nombre de neurones et 1’altération de la conduction de I’influx nerveux (Dubey and de
Lahunta, 1993; Mayhew et al., 1991). Tout comme T. gondii, les tachyzoites de N. caninum
peuvent se transformer en bradyzoites, la forme latente du parasite, qui vont se retrouver au
sein d’un kyste dans les tissus pauvres en immunoglobulines. Les kystes tissulaires peuvent
persister au moins un an dans le cerveau de souris infectées expérimentalement (Lindsay et al.,
1992). Une immunodéficience entraine la réactivation du parasite et donc de la néosporose chez
I’animal traité avec des corticostéroides (Dubey and Lindsay, 1993). La néosporose ne touche
pas I’'Homme, malgré la mise en évidence de la présence d’anticorps anti-N. caninum suite a
des sérologies (McCann et al., 2008; Petersen et al., 1999; Tranas et al., 1999).
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Bien que tres semblable & T. gondii, N. caninum reste néanmoins différent d’un point de
vue antigénique et au niveau des rhoptries lorsqu’elles sont observées en microscopie
électronique (Dubey et al., 1988a). Ces deux parasites se distinguent aussi par leurs hotes
naturels, leurs facteurs de virulence et leur pathogeénicité (Dubey and Lindsay, 1996; Dubey et
al., 2007). Plus récemment, d’autres différences d’ordre génétique ont été mises en évidence
par des approches génomiqgues et transcriptomiques (Reid et al., 2012). Le genre Neospora
regroupe deux especes : Neospora caninum et Neospora hughesi (Marsh et al., 1999). Cette

dernicre est responsable d’encéphalite équine.

2) Les stades parasitaires

Tout comme T. gondii, N. caninum peut se trouver sous trois formes parasitaires :
tachyzoite, bradyzoite et sporozoite. Ces trois formes sont toutes infectieuses et sont impliquées
dans la transmission du parasite. Les carnivores peuvent s’infecter par ingestion de tissus
contaminés ou se trouvent des kystes renfermant les bradyzoites ou par ingestion d’eau
contaminée par des oocystes sporulés renfermant les sporozoites. Les herbivores peuvent, quant
a eux, s’infecter par ingestion de nourriture ou d’ecau contaminée par des oocystes sporulés. La
transmission materno-feetale est également possible lorsque des tachyzoites sont transmis par
passage transplacentaire au cours de la gestation. Le chien et les canidés (Gondim et al., 2004;
McAllister et al., 1998) en sont les hotes définitifs. Le bovins, les ovins, les équidés et certaines

especes sauvages (Donahoe et al., 2015) en sont les hotes intermédiaires.

Les stades parasitaires de N. caninum sont extrémement proches de ceux de T. gondii. Les
tachyzoites (Figure 7) ont une forme arquée et mesurent environ 7 um de long sur 2 um de
large. Les caractéristiques morphologiques, structurales (Speer et al., 1999) et des processus
d’invasion (Hemphill et al., 1996) et de multiplication par endodyogénie (Buxton et al., 2002)
des tachyzoites sont sensiblement les mémes que celles décrites précédemment pour T. gondii.
Ce stade parasitaire est utilisé lors des expérimentations in vivo dans notre modéle murin de

néosporose aigué.

Tout comme ce dernier, le tachyzoite peut se transformer en bradyzoite (Figure 8) sous
I’effet de la pression immunitaire de 1’hdte. Ces bradyzoites sont moins nombreux chez N.
caninum par rapport a T. gondii. En effet, leur nombre oscille entre 20 a 100 bradyzoites par

kyste tissulaire contre plusieurs centaines a milliers de bradyzoites, respectivement. Leur
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multiplication se fait également par endodyogénie (Speer et al., 1999). Les bradyzoites de N.
caninum mesurent environ 8 um de long sur 2 um de large. Les kystes se retrouvent
principalement au niveau des muscles (Peters et al., 2001) et du systeme nerveux central et font
20 a 100 um de diamétre (Dubey and Lindsay, 1996). A la différence de T. gondii, les
bradyzoites de N. caninum comporte des petits granules denses localisés entre le noyau et

I’extrémité postérieure (Speer et al., 1999)

: Sama = ; m /
Figure 7. Ultrastructure d'un tachyzoite de N. caninum en microscopie électronique a
transmission (d’apres Speer et al., 1999).

Comme pour T. gondii, les sporozoites de N. caninum se retrouvent au nombre de huit dans
un oocyste sporulé (Figure 9). Les oocystes sont formés lors de la reproduction sexuée chez
I’hote définitif, tel que le chien. Des milliers d’oocystes non sporulés sont émis dans les féces
de I’animal. Apres sporulation dans le milieu extérieur se forment deux sporocystes contenant
chacun quatre sporozoites. Un oocyste mesure environ 12 um de diamétre (Lindsay et al.,
1999).
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Figure 8. Ultrastructure d'un bradyzoite de N. caninum en microscopie électronique a
transmission (d'apreés Speer et al., 1999).

Figure 9. Oocyste de N. caninum (d'aprés Lindsay et al., 1999).

3) Le cycle parasitaire de N. caninum

Le cycle parasitaire de N. caninum (Dubey et al., 2007) semble étre divisé en deux phases
distinctes (Figure 10). La premiere est une phase de reproduction sexuée se déroulant
exclusivement chez I’h6te définitif, les canidés (Donahoe et al., 2015; Gondim et al., 2004), et
plus particulierement le chien (McAllister et al., 1998). La seconde phase est une phase asexuée
qui a lieu chez les hotes intermédiaires, c’est-a-dire les bovins, ovins, équidés et certaines

espéces appartenant a la faune sauvage (Donahoe et al., 2015). Il n’existe cependant que peu
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d’informations concernant les différents stades parasitaires rencontrés au cours du cycle (Al-
Qassab et al., 2010). De ce fait, les phases de gamétogonie et de schizogonie ne sont, pour
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Figure 10. Cycle parasitaire de N. caninum (Dubey et al., 2007).

4) Les différentes souches de N. caninum

Dans certaines études consécutives a 1’identification de N. caninum, certaines différences
morphologiques avaient été décrites entre le parasite isolé chez le chien et le parasite isolé chez
les bovins. Par la suite, il a ét¢ démontré que ces différences n’étaient en réalité pas avérées
(Jardine, 1996). Cependant, il existe une grande variété de souches de N. caninum, identifiées
a partir d’isolats (Al-Qassab et al., 2010; Schock et al., 2001). Des différences mineures peuvent
exister entre ces différentes souches, notamment en ce qui concerne la morphologie et
I’ultrastructure du parasite : la taille des tachyzoites, la taille et le nombre de kystes tissulaires
ainsi que I’épaisseur de la paroi, le nombre de rhoptries et I’orientation des micronémes (Al-
Qassab et al., 2010). Les différentes souches peuvent également se caractériser par leur
pathogénicite, comme cela a été démontré chez des modeles murins, de gerbilles, d’ovins et de
bovins (Al-Qassab et al., 2010). De telles différences se retrouvent aussi au niveau génétique
(Al-Qassab et al., 2010). La souche NC1 est la souche utilisée pour les expérimentations in vivo

dans le modéle murin de néosporose aigué.
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5) Les protéines de N. caninum

A D’instar de T. gondii et d’autres organismes unicellulaires, N. caninum est composé d’une
multitude d’antigénes immunogenes, membranaires ou cytoplasmiques ou faisant partie des
composants structuraux. Parmi les protéines de surface et les protéines contenues dans les
organelles sécrétoires du parasite (micronémes, rhoptries et granules denses), certaines peuvent
étre communes a plusieurs stades évolutifs. Les protéines exprimées a un stade spécifique
semblent contréler les différences phénotypiques entre tachyzoites et bradyzoites.
L’interconversion entre ces deux stades parasitaires se traduit par un changement d’expression
des protéines (Fuchs et al., 1998; Marugan-Hernandez et al., 2010). Le tachyzoite est
responsable de la dissémination et de complications lors des réactivations ou du passage
transplacentaire au cours de la gestation, grace a sa capacité a se multiplier rapidement dans
I’organisme. A I’inverse, le bradyzoite ne cause pas de dommage tissulaire significatif de par

sa lente multiplication.

a. Les protéines de surface

La membrane plasmique du parasite est recouverte de nombreuses protéines. Plusieurs
études ont montré le réle de certaines de ces protéines dans les processus d’adhésion et
d’invasion de la cellule-hote par le parasite, telles que la protéine de surface NcSRS2 (Hemphill
and Gottstein, 1996; Nishikawa et al., 2001) et la protéine p36, tres proche de la protéine SAG1
de T. gondii (Sonda et al., 1998). L’inhibition de cette protéine par anticorps monoclonal altére
I’invasion de la cellule-héte (Nishikawa et al., 2000). Cette protéine est spécifique a la forme
tachyzoite de N. caninum (Hemphill and Gottstein, 1996), ce qui rejoint d’autres études sur la
spécificité de 1’expression de certaines protéines en fonction du stade parasitaire (Fuchs et al.,
1998). Dans notre étude, un anticorps monoclonal anti-protéine p38, protéine proche de SAG1
de T. gondii (Schares et al., 1999), a été utilisé pour le dosage ELISA.

b. Les protéines des organelles sécrétoires

Les proteines des organelles sécrétoires de N. caninum ont les mémes réles que celles qui
sont retrouvées chez T. gondii. Les protéines MIC vont ainsi participer a 1’adhésion
(Naguleswaran et al., 2001), a la motilité (Li et al., 2015) et a la virulence du parasite (Dowse
and Soldati, 2004). Les protéines RON ont un rdle central dans la formation de la jonction

mobile (Besteiro et al., 2011), tandis que les protéines ROP sont principalement des facteurs de
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virulence (Pastor-Fernandez et al., 2016). Chez N. caninum, seule la protéine NcCROP2 est
clairement caractérisée. La protéine NcCROP40 est en partie caractérisée mais son réle dans le
cycle lytiqgue est encore a déterminer (Pastor-Fernandez et al., 2016). Des vaccins
expérimentaux mettant en jeu NcROP2 recombinée, seule ou en association avec NcCROP40,
ont montré des résultats encourageants quant a la survie de souris atteintes de néosporose
(Debache et al., 2008; Pastor-Fernandez et al., 2015). Enfin, les protéines GRA ont un role clé
dans la formation de la vacuole parasitophore et du kyste tissulaire (Guionaud et al., 2010;
Mercier et al., 2005).

I11) Diagnostic et traitement de la néosporose

1) Le diagnostic histologique

A cause de sa multiplication dans les tissus de 1’h6te, N. caninum provoque diverses lésions
microscopiques nécrotiques et inflammatoires. Ces lésions sont essentiellement retrouvées au
niveau du systéeme nerveux (Dubey and Schares, 2006). Certaines lésions macroscopiques
peuvent étre mises en évidence dans le foie, le cceur et le cerveau des animaux atteints (Wouda
et al., 1997), bien qu’il semblerait que ce dernier soit 1’organe le plus fiable pour le diagnostic

de la néosporose (Pescador et al., 2007).

L’examen des coupes histologiques est réalisé aprés une coloration des coupes a
I’hématoxyline et a 1’éosine (Figure 11). Cette méthode permet de mettre en évidence les
Iésions induites par la multiplication parasitaire mais elle peut également mettre en évidence la
présence directe du parasite. N. caninum reste néanmoins difficile a identifier formellement
avec cette technique, notamment a cause de sa forte ressemblance morphologique avec T.

gondii.
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Figure 11. Nécrose cérébrale typique de la néosporose chez un foetus bovin apres
coloration a I'hématoxyline et a I'éosine (d'apres Dubey and Schares, 2006).

2) Le diagnostic immuno-histochimique

A Tinverse du diagnostic histologique, le diagnostic immuno-histochimique est plus
approprié pour identifier N. caninum. En effet, cette méthode met en jeu des anticorps mono-
ou polyclonaux pour mettre en évidence la présence d’antigénes du parasite au sein de coupes
histologiques (Dubey and Schares, 2006). Avec ce type de diagnostic, N. caninum est surtout
retrouvé dans le coeur et le cerveau. A D’inverse, il est moins retrouvé dans le placenta,
probablement a cause de la concentration en peroxydase présente dans celui-ci. De ce fait, un
traitement adéquat est nécessaire pour le diagnostic immuno-histochimique sur des coupes de

placenta (Dubey and Schares, 2006).

3) Détermination de la viabilité du parasite

D’un point de vue pratique, ce troisieme type de diagnostic consiste a digérer les tissus
infectés dans la trypsine ou la pepsine avant de les centrifuger et de les laver dans du sérum
physiologique. La solution ainsi obtenue est mise en culture cellulaire ou injectée a un modeéle
animal tel que la souris immunodéprimée, qui développe plus facilement la maladie que

d’autres modéles animaux (Dubey and Schares, 2006).
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Ce diagnostic a pour objectif de déterminer si les lésions observées sont dues a N. caninum
puisqu’un certain nombre d’animaux atteints sont asymptomatiques. Cependant, les tentatives
d’isolement du parasite viable par des essais chez la souris ou par culture cellulaire se sont
souvent soldées par un échec (Dubey and Schares, 2006). L’une des raisons évoquées pour

expliquer ces échecs serait que le parasite meurt au méme moment que son hote.

4) Le diagnostic par Polymerase Chain Reaction (PCR)

Le diagnostic par PCR permet la détection directe du parasite a partir de tissus, des fluides
amniotique et cérébrospinal (Dubey and Schares, 2006), ou de féces de canidés (Gondim et al.,
2004). Comme pour le diagnostic histologique, le cerveau est 1’organe le plus fiable pour la
détection du parasite par PCR, suivi des reins, des poumons et du cceur (Dubey and Schares,
2006). La majorité des diagnostics par PCR sont suffisamment spécifiques pour ne pas amplifier
d’ADN de T. gondii (Dubey and Schares, 2006).

5) Le diagnostic serologique

La sérologie est le diagnostic le plus courant pour diagnostiquer la néosporose. Elle peut se
faire sur sang ou sur lait (Bjorkman et al., 1997). L’un des principaux avantages de cette
méthode est de pouvoir les réaliser sur I’animal encore en vie et de déterminer a quel stade de
I’infection parasitaire il se trouve. Les anticorps anti-N. caninum sont ainsi quantifiés, et sont
les témoins indirects de I’infection. Chez les bovins expérimentalement infectés, les
immunoglobulines M (IgM) présentent un pic a deux semaines post-infection et les
immunoglobulines G (IgG) entre trois a six mois post-infection (Uggla et al., 1998). Le

principal test utilisé pour ce diagnostic est ’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

6) Les traitements de la neosporose

Classiquement, le principal traitement curatif mis en jeu pour traiter la néosporose consiste
a associer la clindamycine a un ou plusieurs composé(s) antiprotozoaire(s) comme les
sulfamides (Crookshanks et al., 2007; Hay et al., 1990). Il est trés proche de celui mis en jeu
pour traiter T. gondii. L’un des premiers traitements utilisés a été appliqué chez un chiot agé de
12 semaines présentant une rigidité des muscles extenseurs des membres postérieurs. Le
traitement consistait en une trithérapie a base de clindamycine, sulfadiazine et triméthoprime
(Hay et al., 1990). Aucun effet sur la rigidité musculaire ne fut mis en évidence, mais le

traitement permit d’atténuer des Iésions neurologiques mineures (Hay et al., 1990). En
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revanche, si la maladie est prise en charge précocement, le jeune chiot malade peut étre traité
avec succes avec ces mémes composes thérapeutiques (Dubey et al., 1998b). Plus récemment,
la buparvaguone a présenté des résultats prometteurs in vitro et chez la souris
expérimentalement infectée en inhibant le passage transplacentaire des tachyzoites chez
I’animal gestant (Mller et al., 2015, 2016).

Une autre approche thérapeutique est 1’utilisation de vaccins préventifs chez le bétail
(Monney et al., 2011; Romero et al., 2004). Un vaccin inactivé a été commercialisé¢, mais les
résultats obtenus se sont révélés mitigés (Reichel and Ellis, 2009). Un autre vaccin, produit &
partir de tachyzoites inactivés de N. caninum, a montré des résultats prometteurs mais son colt
de production est relativement élevé (Reichel and Ellis, 2009). Par la suite, d’autres vaccins ont
montré un effet significatif contre 1’avortement et la transmission transplacentaire chez les
bovins (Hemphill et al., 2016; Mazuz et al., 2015; Weston et al., 2012), alors que d’autres n’ont

eu aucun effet bénéfique chez 1I’animal (Hecker et al., 2014).

Enfin, la prévention est la méthode la plus efficace pour empécher le développement de la
néosporose. Elle repose avant tout sur une bonne connaissance du cycle parasitaire et des voies
de transmission de N. caninum aux hoétes. Cette méthode passe, par exemple, par la mise a
I’écart des animaux malades aprés un diagnostic positif et par I’empéchement des chiens

malades de penétrer dans les zones réservées au bétail (Reichel and Ellis, 2009).
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Le paludisme et Plasmodium falciparum

Le paludisme est une maladie parasitaire due a un protozoaire du genre Plasmodium,
appartenant également au phylum des Apicomplexa. Ce protozoaire est transmis a I’Homme
via la piqlire d’un moustique du genre Anopheles. 1l est responsable de plus de 200 millions de
nouveaux cas par an (OMS. Organisation Mondiale de la Santé, 2011). Plus de 90% d’entre eux
sont enregistrés en Afrique, les 10% restants sont partagés entre 1’Asie et la Méditerranée
orientale (OMS. Organisation Mondiale de la Santé, 2011). Le paludisme sévit également dans
certains pays d’Amérique du Sud (Rodriguez et al., 2011; Stefani et al., 2011). En 2015, le
nombre de décés dus a cette maladie s’élevait a 429 000, principalement en Afrique, et 99%
d’entre eux étaient dis a Plasmodium falciparum (OMS. Organisation Mondiale de la Sante,
2017).

Les sujets les plus vulnérables a cette maladie sont les enfants et les femmes enceintes
(OMS. Organisation Mondiale de la Santé, 2011). Apres sa transmission lors du repas sanguin
d’un moustique du genre Anopheles, Plasmodium falciparum infecte dans un premier temps les
cellules hépatiques de 1’hdte puis gagne le sang pour y envahir et détruire les globules rouges
en se multipliant. C’est ’'une des maladies acquises les plus répandues dans le monde touchant

les globules rouges (Greenwood et al., 2008).

)] Le paludisme

1) Historigue

Le terme « paludisme » provient du latin palus ou paludis signifiant « marais ». En anglais,
il s’agit de malaria, qui provient de I’italien mala aria signifiant « mauvais air ». Les signes
cliniques ont été décrits pour la premiere fois il y a 2500 ans dans I’un des plus anciens traités
égyptiens, le papyrus d’Ebers (Ebers and Stern, 1875). Au IV®™ siécle avant notre ére,
Hippocrate décrit les symptoémes du paludisme dans « Consultation » et « Livre des épidémies ».
Il faut attendre 1880 pour qu’un médecin militaire, Charles Louis Alphonse Laveran, observe
des parasites dans le sang d’individus atteints de fiévre en Algérie et en fasse leur description
(Figure 12) avant de les nommer Oscillaria malariae. Par la suite, il remarque que ces parasites
disparaissent apres 1’administration de quinine (Laveran, 1881). L’ensemble de ces travaux lui

a valu le prix Nobel de Médecine en 1907. En 1885, Marchiafava et Celli confirment les
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observations de Laveran (Ledermann, 2008). Ils donnent alors le nom de Plasmodium au

parasite retrouvé dans le sang des malades.
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Figure 12. Premiére description d’Oscillaria malariae, ancienne dénomination de
Plasmodium falciparum, d'aprés les observations de Laveran (Center for Disease Control
and Prevention).

En 1897, Ronald Ross démontre I’implication des moustiques en tant que vecteur du
paludisme aviaire en observant des sporozoites au niveau de 1’estomac et des glandes salivaires
du moustique (Bynum, 1999). Cette découverte lui valut le prix Nobel de Médecine en 1902.
Entre 1898 et 1900, le réle du moustique femelle du genre Anopheles dans la transmission du
paludisme humain est mis en évidence par plusieurs scientifiques italiens : Grassi, Bignami,
Bastianelli, Marchiafava, Celli et Golgi (Cox, 2010). Ces travaux aboutissent a la description

du cycle de développement de Plasmodium chez le moustique anophéle en 1899 (Cox, 2010).

2) Les vecteurs du paludisme

Seuls les moustiques femelles du genre Anopheles (Figure 13) sont des vecteurs du
paludisme. Parmi toutes les espéces retrouvées au sein de ce genre, seule une cingquantaine est

impliquée dans la transmission de la maladie, mais une vingtaine seulement est responsable de
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la majorité des cas a travers le monde (Pages et al., 2007). Cette transmission a lieu au cours
d’un repas sanguin, le moustique étant hématophage. Le sang, et plus particulierement le fer
présent dans 1’hémoglobine des hématies, est utilisé par ce diptére pour la maturation de ses
ceufs (Zhou et al., 2007). Les moustiques prennent leur repas sanguin principalement a partir
du crépuscule et tout au long de la nuit. s sont attirés, entre autres, par le dioxyde de carbone
(Takken and Kline, 1989), le sébum (Verhulst et al., 2016) et 1’acide lactique (Murphy et al.,

2001) produits par ’Homme ou les animaux.
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Figure 13. Femelle Anopheles freeborni prenant son repas sanguin sur un humain (Center
for Disease Control and Prevention).
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Comme tous les autres moustiques, les anopheles se reproduisent dans les milieux
aquatiques (flaque d’eau, milieu marécageux, eau stagnante...). La transmission du parasite est
d’autant plus importante que la durée de vie du vecteur est longue (Dawes et al., 2009). Les
especes d’anophéles vecteurs du paludisme les plus importantes sont Anopheles gambiae,
Anopheles darlingi et Anopheles stephensi. Elles sont respectivement retrouvées en Afrique, en

Ameérique du Sud et en Asie.

3) Les modes de transmission du paludisme

a. Latransmission vectorielle

La transmission vectorielle a lieu au moment de la piqire de I’anophele femelle lors de son
repas sanguin sur ’Homme ou un animal a sang chaud. Le moustique infectieux porte les
parasites, sous leur forme sporozoite, dans ses glandes salivaires. Au cours de la piqlre,
I’insecte va injecter de la salive, contenant des sporozoites, pour empécher la coagulation du
sang de son hodte. Le parasite va alors se méler au sang ou a la lymphe et pénétrer dans
I’organisme de I’héte avant de s’y multiplier (Figure 14) (Ménard et al., 2013). C’est la voie

de transmission la plus fréquente.
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Figure 14. Phases précoces de la transmission vectorielle de Plasmodium spp. a I'hote
consécutivement au repas sanguin de la femelle anophéle (d’aprés Ménard et al., 2013).

b. La transmission par transfusion sanguine

Chaque espéce de Plasmodium pathogéne pour I’Homme (voir Tableau I, page 41) peut
étre transmis via une transfusion (Owusu-Ofori et al., 2010). La transfusion de tout produit
sanguin (concentré globulaire, plasma, plaquettes...) peut transmettre le parasite. A 1’inverse,
les produits dérivés du sang subissent un traitement particulier délétere pour le parasite au
moment de leur conditionnement, ce qui I’empéche de rester viable. De nouveaux procédés ont
été récemment décrits pour améliorer 1’innocuité de ces produits dérivés du sang en cas de
présence de pathogenes (Di Minno et al., 2017; Yonemura et al., 2017). Le premier cas de
paludisme transfusionnel a été rapporté en 1911 (Bruce-Chwatt, 1982), et d’autres cas de
contamination par transfusion sanguine ont été rapportés en 1919 (Gubb, 1919). La sérologie

est systématique en cas de voyage en zone d’endémie pour les donneurs.
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c. Latransmission materno-feetale

Le parasite est capable d’infecter le foetus par passage transplacentaire au cours de la
grossesse chez la mére déja infectée. Les femmes enceintes sont particulierement vulnérables
au paludisme. En effet, les anémies maternelles sont plus fréquentes et plus sévéres (Schantz-
Dunn and Nour, 2009). Le paludisme congénital se traduit le plus souvent par des fausses

couches, des avortements ou la mort du nouveau-né (Schantz-Dunn and Nour, 2009).

4) Les manifestations cliniques du paludisme

a. L’acceés palustre

11 s’agit de la forme la plus fréquente du paludisme. L’acceés palustre, ou fievre périodique,
se traduit par 1’apparition d’une fievre supérieure a 40 °C. Elle est associée a divers symptomes
de types grippaux (courbatures, céphalées) et des troubles digestifs (vomissements, diarrhées).
L’évolution de 1’accés palustre consiste en une succession de phases de rémission et de
recrudescence chez les sujets immunocompétents. 1l peut aboutir a la forme grave du paludisme

chez les sujets immunodéficients.

b. Le paludisme viscéral evolutif

Le paludisme viscéral évolutif touche essentiellement les enfants de 2 a 5 ans atteints de
splénomégalie. Les symptdmes du paludisme viscéral sont une fiévre intermittente, une anémie
et une cytopenie. C’est une forme grave du paludisme. Il témoigne de la surcharge parasitaire
présente dans le sang et les tissus contre laquelle 1’organisme tente de se défendre (Cooke et
al., 2004).

c. Le neuropaludisme

La forme la plus grave du paludisme est le neuropaludisme (Idro et al., 2010). Il est
provoqué seulement par Plasmodium falciparum. Il touche les individus de tout 4ge, méme si
cette forme est plus fréquente chez les enfants en bas age. Le neuropaludisme se manifeste par
une fievre importante, des convulsions et un coma : il s’agit la des trois symptomes
caractéristiques de cette forme de paludisme. Le traitement est d’autant plus efficace que la
maladie est prise en charge rapidement. En cas d’absence de traitement, le malade décede au

bout de deux a trois jours.
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d. Le paludisme de la femme enceinte

Il existe deux types de paludismes de la femme enceinte en fonction du taux de transmission
de la maladie dans une région donnée. Dans les régions a forte endémie palustre, la parasitémie
est faible chez les femmes enceintes, qui ne présentent pas de symptdmes particuliers. Dans les
zones a faible endémie palustre, les femmes enceintes sont sujettes a des infections séveres
provoquées par une forte parasitémie et accompagnées d’une anémie, d’une hypoglycémie et
d’cedémes pulmonaires. Néanmoins, dans chacun des cas preécités, ces femmes sont sujettes a

des contractions prématurées, des avortements et des risques de mortalité pour le nouveau-né.

e. Autres formes de paludisme

i. La splénomégalie palustre hyper-immune

Cette forme de paludisme chronique se rencontre chez certains individus vivant dans une
zone d’endémie ou se retrouve essentiellement Plasmodium falciparum. Le systéme
immunitaire de ces individus répond de fagon exagérée a 1’infection par ce parasite (Maazoun
et al.,, 2015). Les symptdmes qui en découlent sont, en dehors de la splénomégalie, une
hépatomegalie, une hausse des IgM et des lymphocytes au niveau du foie (Makler et al., 1998).
Ces symptdmes sont accompagnés de douleurs abdominales violentes, d’une apparition d’une
masse abdominale et d’une anémie. Dans les cas d’infections a répétition, les lymphocytes

proliferent trop vite, aboutissant a un syndrome lymphoprolifératif malin.

ii. La fievre hilieuse hémoglobinurique

Il s’agit d’une rare complication du paludisme a Plasmodium falciparum (Moretti et al.,
1974). Elle se traduit par une hémolyse intravasculaire rapide provoquant une hémoglobinémie,
une hémoglobinurie, une anurie, une anémie profonde et de la fiévre. Elle se termine le plus
souvent par la mort de I’individu suite a une nécrose tubulaire aigué liée a la destruction des
tubules rénaux. Il semblerait que la quinine, utilisée en prophylaxie chez certains malades
contre Plasmodium, joue un réle important dans 1’apparition de cette complication (Van den
Ende et al., 1998).
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1)  Plasmodium falciparum

1) Les différentes espéces de Plasmodium pathogénes pour I’Homme

Plasmodium est un parasite protozoaire du phylum des Apicomplexa. Au sein de ce genre
se trouvent cing espéces pathogenes pour I’'Homme. Ces especes different notamment par des

criteres biologiques et cliniques et par leur distribution géographique (Tableau I).

Tableau I. Distribution géographique des cing especes de Plasmodium pathogénes pour
I'Homme.

Espéces de Plasmodium | Distribution géographique
Plasmodium knowlesi Asie du Sud
. . Afrique
Plasmodium malariae Asie du Sud
Plasmodium vivax Amerlque_ du Sud
Asie
Plasmodium ovale Afr,lqu?
Océanie
Afrique
Plasmodium falciparum Amerlque_ du Sud
Asie
Océanie

a. Plasmodium knowlesi

Lié a la répartition des singes macaques, son héte habituel, P. knowlesi sévit dans les zones
forestiéres d’Asie du Sud. Il est proche de P. malariae. Il se distingue des autres especes de
Plasmodium par une fiévre quotidienne. L’infection par P. knowlesi peut étre grave, voire
mortelle (Singh and Daneshvar, 2013), et doit étre traitée de la méme fagon qu’une infection

par P. falciparum.

b. Plasmodium malariae

Cette espece de Plasmodium se rencontre surtout en Asie du Sud et en Afrique, mais moins
fréquemment que P. falciparum. L’espéce P. brasilianum, retrouvée en Amérique du Sud,
proviendrait de P. malariae qui s’est adapté a un nouvel hote intermédiaire, les singes, apres la
colonisation de I’Amérique du Sud par les Hommes il y a 500 ans (Collins and Jeffery, 2007).

Sa période d’incubation est relativement longue, entre deux et trois semaines, et la fievre qu’il
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provoque a lieu tous les trois jours (Collins and Jeffery, 2007). Ce qui le distingue le plus des
autres espéces de Plasmodium est qu’il est capable de provoquer des recrudescences plus de 20
ans apres le retour d’une zone d’endémie (Collins and Jeffery, 2007). L’infection provoquée

par P. malariae est bénigne mais peut aboutir a des complications rénales.

c. Plasmodium vivax

P. vivax est principalement retrouvé en Amérique du Sud et en Asie. Il est peu fréguent en
Afrique. Sa période d’incubation est inférieure a deux semaines. La recrudescence peut avoir
lieu trois a quatre ans apres la contamination. P. vivax provoque une infection généralement
bénigne mais qui peut étre grave en zone d’endémie chez les enfants via 1’apparition d’anémies

séveres pouvant entrainer la mort (Anstey et al., 2012).

d. Plasmodium ovale

Retrouve dans certaines zones du Pacifique et en Afrique, P. ovale est trés proche de P.
vivax. Tout comme ce dernier, il provoque une fiévre bénigne. Le temps d’incubation de P.
ovale est de minimum deux semaines, mais elle peut aller jusqu’a quatre ans. Des
recrudescences tardives peuvent avoir lieu quatre ans apres (Collins and Jeffery, 2005). P. ovale

et P. vivax occupent des niches complémentaires.

e. Plasmodium falciparum

P. falciparum est 1’espéce la plus répandue dans le monde, avec des zones d’endémie
retrouvées en Afrique, en Asie, en Amérique du Sud et en Océanie (Snow et al., 2005). C’est
I’espéce la plus dangereuse pour ’Homme, avec des formes cliniques mortelles. Dans les
régions équatoriales, il est transmis toute I’année, avec des recrudescences saisonniéres tandis
qu’il n’est transmis qu’en période chaude et humide dans les régions subtropicales. Sa période
d’incubation est d’une a deux semaines. Contrairement aux autres espéces, il n’y a pas de
recrudescence tardive : la majorité des acces palustres ont lieu dans les deux mois suivant le
retour d’une zone d’endémie. Il est responsable de plus de 90% des cas de paludisme importé

en France métropolitaine (Legros et al., 1997).

2) Les stades et le cycle parasitaires

Au cours de son cycle parasitaire (Figure 15), Plasmodium spp. se trouve sous différentes

formes.
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Figure 15. Cycle parasitaire de Plasmodium spp. (d'aprés Center for Disease Control and
Prevention).

a. Laschizogonie pré-érythrocytaire
I. Le gamétocyte
Les gamétocytes (Figure 16) ingérés par le moustique au cours d’un repas sanguin sur un
individu infecté subissent une transformation en gamétes males (macrogamétocytes) et en
gametes femelles (microgamétocytes). Ils fusionnent ensuite en un ceuf libre et mobile appelé
ookinete. Celui-ci quitte la lumiere du tube digestif du moustique avant de se fixer a la paroi
externe de 1’estomac pour se transformer en oocyste. Cet oocyste va ensuite produire des

centaines de sporozoites qui vont migrer vers les glandes salivaires de 1’insecte.
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Figure 16. Gamétocyte de P. falciparum aprés coloration d'un frottis sanguin au May-
Grunwald-Giemsa (Center for Disease Control and Prevention).

ii. Le sporozoite

Le sporozoite (Figure 17) est la forme infectante du parasite. Ils se trouvent au niveau des
glandes salivaires du moustique. 1ls sont inoculés a I’hote au cours du repas sanguin via la salive
de I’insecte. lls restent environ 30 minutes au niveau de la peau, de la lymphe et du sang de
I’héte apres I’inoculation. Bien que beaucoup d’entre eux soient détruits par les macrophages,
les sporozoites atteignent rapidement le foie de I’hote. Ils vont y subir une série de
multiplications asexuées pendant une a deux semaines. Cette série de multiplications est
appelée schizogonie hépatique ou schizogonie pré-érythrocytaire. A 1’issue de celle-ci, les
schizontes pré-érythrocytaires (plurinucléés) éclatent et liberent des milliers de mérozoites

(uninucléés) dans le sang de 1’hote.

Chez P. vivax et P. ovale, il existe des sporozoites particuliers appelés hypnozoites. Il s’agit
de sporozoites intrahépatiques quiescents qui vont provoquer une schizogonie hépatique
retardée (Markus, 2011). Celle-ci va aboutir a la libération de mérozoites plusieurs mois apres
la pigre du moustique, ce qui expliqgue pourquoi ces deux especes entrainent des
recrudescences tardives chez les sujets malades. Les hypnozoites ne sont pas présents chez P.

falciparum, P. malariae et P. knowlesi.
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Figure 17. Sporozoite de P. falciparum apres coloration d'un frottis sanguin au MGG
(Faculté de Médecine de Chian Mai, Thailande).

b. La schizogonie érythrocytaire
I. Le mérozoite
A T’issue de leur formation, les mérozoites pénetrent rapidement dans les globules rouges
de I’héte. La multiplication des mérozoites et leur maturation en trophozoites puis schizontes
dure au maximum trois jours et conduit a la destruction des globules rouges. Lors de ce
processus, entre 8 et 32 mérozoites sont libérés dans le sang avant de pénétrer a nouveau
d’autres globules rouges et débuter ainsi un nouveau cycle de multiplication. Cliniquement, il

s’agit de ’accés palustre : la parasitémie augmente et le sujet commence a devenir fiévreux.

ii. Le trophozoite

Le trophozoite (Figure 18) est un stade intra-érythrocytaire au cours duquel le parasite
synthétise ses macromolécules, dégrade I’hémoglobine et synthétise un pigment appelé
hémozoine. Il s’agit d’une forme cristalline insoluble (Sullivan, 2002) dont le réle est de
protéger le parasite de la toxicité de I’héme libre issu de la dégradation de 1’hémoglobine
(Coronado et al., 2014). Apres plusieurs cycles érythrocytaires, certains trophozoites subissent
une maturation pendant environ 10 jours, sans division nucléaire. Cette maturation est suivie
d’une différenciation sexuée qui aboutit a la formation de gamétocytes a potentiel male ou
femelle. Ces gamétocytes restent dans la circulation sanguine pendant 10 a 15 jours. Ils sont

ingérés par le moustique lors du repas sanguin chez un sujet malade.
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Figure 18. Trophozoites de P. falciparum aprés coloration d'un frottis sanguin au MGG
(Center for Disease Control and Prevention).

iii. Le schizonte érythrocytaire
Le schizonte érythrocytaire (Figure 19) est la derniere forme intra-érythrocytaire du cycle

de Plasmodium. Au terme d’une succession de divisions, le schizonte produit des mérozoites.
Lorsque ceux-ci sont trop nombreux, le globule rouge éclate et libéere les mérozoites qui vont

envahir d’autres globules rouges et perpétuer ainsi la schizogonie érythrocytaire.

a.

Figure 19. Schizonte érythrocytaire de P. falciparum aprés coloration d'un frottis sanguin
au MGG (Center for Disease Control and Prevention).

3) Les differentes souches de P. falciparum

L’espéce P. falciparum est subdivisée en plusieurs souches. Ces souches sont caractérisées

par plusieurs criteres allant des protéines constituant le parasite a la localisation géographique
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ou la souche a été isolée pour la premiére fois. L’un des nombreux sujets d’étude concernant la
diversité genétique de P. falciparum est la variabilité de 1’antigéne de surface majoritaire
retrouvé lors de la phase érythrocytaire du cycle parasitaire, PFEMP1, qui est codé par la famille
de genes var (Day et al., 2017). D’autres protéines de surface, telles que les protéines de surface
des mérozoites MSP1 et MSP2 sont utilisées pour caractériser les souches parasitaires
(Mohammed et al., 2015). Elles peuvent également étre caractérisees par leur origine
géographique et leur résistance aux traitements antiparasitaires (Kidgell et al., 2006). Ainsi, la
souche 3D7, isolée aux Pays-Bas, est résistante a la sulfadoxine, tandis que la souche W2,
¢galement résistante a la sulfadoxine mais aussi a d’autres antiparasitaires, a été isolée en

Thailande (Kidgell et al., 2006).

4) Les proteines de P. falciparum

En dehors de I’apicoplaste et des protéines des organelles du pole apical présentés
précédemment pour T. gondii et N. caninum, et dont les réles respectifs sont similaires chez les

Apicomplexa, P. falciparum présente certains acteurs moléculaires caractéristiques.

a. Larelation entre le parasite et le globule rouge

Comme dit précédemment, le globule rouge, ou érythrocyte, est la cellule-hote de
Plasmodium spp. Cette cellule a la particularité d’étre dépourvue de tout organite intracellulaire,
dont le noyau, et présente une force concentration en hémoglobine. Elle est également capable
de traverser les capillaires sanguins grace a sa grande flexibilité conférée par un cytosquelette
composé¢ d’actines et de spectrines (Gratzer, 1981; Stokke et al., 1986). Une fois a maturité, le
globule rouge ne posséde pas de Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH). Cette
caracteristique permet au Plasmodium d’échapper au systéme immunitaire de 1’h6te infecté
aprés I’invasion du globule rouge. La, le parasite se développe au sein de la vacuole
parasitophore jusqu’au stade schizonte, a 1’issu duquel le grand nombre de mérozoites
intracellulaires va provoquer I’éclatement du globule rouge. Au cours de ce développement
intracellulaire, un trafic vésiculaire d’hémoglobine va s’opérer entre la vacuole digestive du
parasite et le cytoplasme du globule rouge (Cooke et al., 2004). La digestion de 1’hémoglobine
aboutit a la formation d’hémozoine (Coronado et al., 2014), formée par couplage de
groupements hémétiques. Le parasite va également exploiter ce trafic vésiculaire pour échapper
au systéeme immunitaire de 1’hote, notamment grace a ’antigéne de surface PFEMP1 (Day et

al., 2017). Celui-ci va étre exporté jusqu’a la surface du globule rouge et présenté au milieu
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extracellulaire (Batinovic et al., 2017; McMillan et al., 2013), aboutissant & la modification des
propriétés adhésives et antigéniques des globules rouges infectés (McMillan et al., 2013;
Melcher et al., 2010). Ces modifications empéchent la reconnaissance des globules rouges
infectés par le systéme immunitaire de 1’hote, ce qui confére a Plasmodium sa virulence

(Melcheretal., 2010). Le trafic vésiculaire de I’antigéne PfEMP1 est présenté schématiquement
dans la Figure 20.
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Figure 20. Représentation schématique des mécanismes d'exportation de I|'antigene
PfEMP1 de P. falciparum (Batinovic et al., 2017).

b. Les antigenes de Plasmodium

i L’antigene PIHRP2

L’antigene PfHRP2 (P. falciparum Histidine Rich Protein 2) se retrouve chez les stades
asexués et les gamétocytes de P. falciparum. C’est une protéine soluble spécifique de P.

falciparum, riche en alanine (A) et en histidine (H). Elle est associée a la présence de

48



Introduction

protubérances, appelées « knobs », a la surface des globules rouges infectés (Leech et al., 1984)
et impliquées dans les accés palustres graves. L’antigéne PTHRP2 est utilisé dans le diagnostic
de P. falciparum par TDR (Tests de Diagnostic Rapide) (Houze, 2017).

ii. L’aldolase plasmodiale

La fructose-biphosphate aldolase, ou aldolase plasmodiale, est une enzyme de la glycolyse
commune aux cing espéces de Plasmodium pathogeénes pour I’'Homme. Il a été¢ démontré que
cette enzyme est capable d’induire une immunité partielle chez des singes infectés
expérimentalement (Perrin et al., 1985). Elle est également utilisée pour le diagnostic de
Plasmodium par TDR (Houzé, 2017).

iii. La protéine PIMSP1

La protéine PIMSP1 (P. falciparum Merozoite Surface Proteine 1) est une protéine de

surface majeure retrouvée chez les mérozoites. Elle joue un role prépondérant dans 1’invasion
des globules rouges par le parasite (Beeson et al., 2016). Elle est ancrée a la membrane du
mérozoite via une ancre GPI (Beeson et al., 2016). Une protéine chimérique MSP1-MSP3 a été
démontrée comme étant immunogene et pouvant rentrer dans la composition d’un vaccin

compatible avec les adjuvants utilisés chez ’Homme (Mazumdar et al., 2010).

Iv. La protéine PTAMA1
La protéine PFAMAL (P. falciparum Apical Membrane Antigen 1) se retrouve chez toutes

les especes de Plasmodium aux stades mérozoite et sporozoite (Roestenberg et al., 2008). Elle
tient un réle-clé dans I’invasion des globules rouges et des hépatocytes (Roestenberg et al.,
2008). Cette protéine est étudiée pour ses propriétés immunogenes lui permettant de rentrer

dans la composition d’un vaccin antipaludique potentiel (Roestenberg et al., 2008).

V. La protéine CSP1

La protéine CSP1 (Circum Sporozoite Protein 1) est une protéine de surface majeure
retrouvée au stade sporozoite. Elle favorise 1’adhésion du parasite aux hépatocytes et
entérocytes du moustique (Sinnis and Nardin, 2002). C’est une cible de choix dans la mise au

point d’un vaccin antipaludique (Kastenmdiller et al., 2013).

49



Introduction

Vi. La pLDH
La pLDH (parasite Lactate Dehydrogenase) est une enzyme de la glycolyse présente chez

toutes les especes de Plasmodium sous forme d’isomére spécifique a chacune de ces espéeces
(Moody, 2002). Elle est synthétisée par les gamétocytes et les stades asexués au cours de la
schizogonie érythrocytaire. La pLDH est considérée comme étant un marqueur précis de la
présence du parasite dans le sang. Par conséquent, elle est largement utilisée pour le diagnostic
du paludisme par TDR (Houzé, 2017). Cette proteine est également utilisée pour le dépistage
de la maladie par la technique ELISA (Atchade et al., 2013; Martin et al., 2009).

I11) Diagnostic et traitement du paludisme

1) Le diagnostic clinique

En fonction des especes de Plasmodium, la période d’incubation, délai entre 1’infection et
I’apparition des symptdomes, peut varier entre 9 jours et 12 mois. Généralement, la phase
hépatique est asymptomatique. Les signes cliniques sont donc liés a la phase de schizogonie
érythrocytaire. Les symptomes dépendent, entre autres, de 1’espéce de Plasmodium impliquée,
de la parasitémie ou encore de I’'immunité de 1’hote. Le diagnostic clinique repose sur différents
critéres dans le cas du paludisme grave : troubles de la conscience, convulsions répétées,
prostration, détresse respiratoire, ictére, hémoglobinurie, collapsus circulatoire, cedéme
pulmonaire, saignement anormal, anémie grave, hypoglycémie, acidose métabolique,

hyperlactatémie, hyperparasitémie ou encore insuffisance rénale.

2) Le diagnostic de certitude : ’examen sanguin au microscope

Le diagnostic de certitude repose sur deux techniques d’observation microscopique : le
frottis sanguin et la goutte épaisse. Le frottis sanguin permet d’identifier I’espece plasmodiale
tandis que la goutte épaisse permet de concentrer les parasites présents dans 1’échantillon
sanguin méme en cas de parasitémie faible. Ces techniques requiérent néanmoins un matériel
spécifique tel qu'un microscope, des lames en verre et des colorants. Elles dépendent également

fortement de la qualité de I’examen et de 1’expérience du manipulateur (Tangpukdee et al.,
2009).

50



Introduction

3) Les tests de diagnostic rapide (TDR)

Le principe de ces tests repose sur la détection de protéines spécifiques de Plasmodium
telles que la PfFHRP2, 1’aldolase ou encore la pLDH par chromatographie sur support solide.
Ces tests sont rapides et simples d’utilisation. Ils ont une bonne sensibilité mais ne permettent
pas de quantifier la parasitémie. Certains de ces tests restent encore positifs plusieurs jours apres
la disparition des parasites dans le sang. Ces tests sont avant tout une aide au diagnostic et non
un moyen de le remplacer. Dans les zones d’endémie, les TDR sont utilisés lorsque 1’examen

microscopique n’est pas possible.

4) Le diagnostic par biologie moléculaire

Le diagnostic par biologie moléculaire passe par 1’utilisation de la PCR (Polymerase Chain
Reaction), qui consiste a amplifier le matériel génétique du Plasmodium. Sa sensibilité est
excellente et permet d’identifier ’espéce de Plasmodium impliquée. En contrepartie, ces tests
sont longs a réaliser et coliteux. Généralement, la cible de I’amplification est une partie ou la
totalité du géne codant pour la sous-unité 18S de I’ARN ribosomal (ARNr) (Mangold et al.,
2005; Murphy et al., 2012).

5) Le diagnostic sérologique

La présence d’anticorps anti-Plasmodium dans le sang témoigne d’un contact antérieur avec
le parasite (Drakeley et al., 2005). La sérologie n’est donc d’aucune utilité pour le diagnostic
d’urgence de I’accés palustre. Elle est toutefois utilisée dans quatre contextes précis : le
diagnostic rétrospectif d’un accés palustre, le diagnostic d’un paludisme viscéral évolutif ou
d’une splénomégalie palustre hyper-immune, les enquétes épidémiologiques ou encore le
contrdle de donneurs de sang a risque. Les tests sérologiques sont principalement effectués par

immunofluorescence ou par ELISA (Tangpukdee et al., 2009).

6) Les traitements du paludisme

a. Les dérivés quinoléiques et les dérivés de I’artémisinine
Les dérivés quinoléiques sont constitués de deux familles de molécules : les amino-alcools

(méfloquine, luméfantrine...) et les amino-4-quinoléines (quinine, chloroquine,
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amodiaquine...). Ces molécules thérapeutiques (Figure 21) inhibent la digestion de
I’hémoglobine dans la vacuole digestive et donc la synthése d’hémozoine (Foley and Tilley,
1998). L’artémisinine, dont I’utilisation contre P. falciparum a fait I’objet du Prix Nobel de
Médecine en 2015 du Professeur Youyou Tu, peut étre sous la forme de dérivés (artésunate,
artéméther...). Ce sont des composés de type peroxyde (Figure 21). lIs vont également agir en
inhibant la digestion de ’hémoglobine par la libération de radicaux libres toxiques pour le
parasite (Klonis et al., 2011). En plus de cette inhibition, ces dérives ont un effet

gamétocytocide, empéchant la transmission du parasite (Kiszewski, 2010).
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Figure 21. Formules semi-développées de la méfloquine, de la chloroquine, de
I’artémisinine et de son dérivé, ’artésunate (d’aprés Aneja et al., 2016). Ces molécules sont
communément utilisées en thérapie dans le cadre d’un traitement antipaludique.

b. Les antifolates

Comme décrit précédemment pour T. gondii et, de fagon générale pour d’autres parasites
protozoaires du phylum des Apicomplexa, les antifolates sont largement utilisés en tant
qu’antiparasitaires. Ils inhibent la synthese des acides nucléiques du parasite via I’inhibition de
deux enzymes : la DHPS et la DHFR (Figure 6).

c. Les naphtoquinones
Les naphtoquinones, dont fait partie I’atovaquone, sont des inhibiteurs d’une enzyme

mitochondriale de la chaine de transport des électrons : la dihydroorotate déshydrogénase
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(Phillips and Rathod, 2010). Les naphtoquinones sont généralement utilisées en association
avec d’autres traitements antiparasitaires a cause du faible impact thérapeutique qu’elles

induisent lorsqu’elles sont utilisées seules (Srivastava and Vaidya, 1999).

d. Les antibiotiques

Parmi les antibiotiques utilisés contre le paludisme se trouvent les tétracyclines
(doxycycline...) et les macrolides (clindamycine, érythromycine...). Ces traitements
antiparasitaires inhibent la synthése protéique au niveau de ’apicoplaste (Dahl et al., 2006;
Gaillard et al., 2016).
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Les résistances médicamenteuses chez ces protozoaires

Le terme « résistance medicamenteuse » se définit par la « capacité d’une souche
parasitaire & survivre et/ou a se multiplier malgré 1’administration et I’absorption d’une drogue
a des doses supérieures ou égales a celles qui sont habituellement recommandées, mais dans les
limites de tolérance du patient ». Cette définition officielle de 1’Organisation Mondiale de 1a
Santé a été etablie en 1973 dans le contexte de la chimiothérapie antipaludique (Basco and
Ringwald, 2000). A I’heure actuelle, cette définition s’applique également a d’autres espéces
de parasites. De nombreuses études portent sur le sujet et reflétent 1’inquiétude des autorités

sanitaires face a ’émergence de telles résistances et leur impact sur la santé publique.
)] La chimiorésistance chez T. gondii et N. caninum

1) Toxoplasma gondii

Tres peu de cas de résistance naturelle ont été décrits chez T. gondii. En effet, la majorité
des études qui se focalisent sur les mécanismes de résistance font état de 1’utilisation de souches
résistantes induites in vitro (Doliwa et al., 2013; Fox et al., 1999; Reynolds et al., 2001).
Toutefois, il a ét¢ démontré qu’a 1’état naturel, les différentes souches de T. gondii présentent
une variabilité de sensibilité aux traitements thérapeutiques (Meneceur et al., 2008). De plus,
une étude clinique a décrit le cas d’une toxoplasmose cérébrale chez un patient malade du SIDA
qui ne répondait pas a I’association de pyriméthamine et de sulfadiazine aux doses
recommandées, supposant que le parasite y était résistant (Huber et al., 1995). Récemment, une
€quipe brésilienne a mis en évidence, a partir d’isolats prélevés chez des animaux destinés a la
consommation humaine puis inoculés a des souris, I’existence de souches atypiques de T. gondii

naturellement résistantes a la sulfadiazine (Oliveira et al., 2016).

Ces phénomenes de résistance sont majoritairement induits par des mutations. En effet, la
résistance a la clindamycine est due a une mutation au niveau de I’ARNr de ’apicoplaste
(Camps et al., 2002) et la résistance a I’atovaquone liée a une mutation du géne codant pour le
cytochrome b de la mitochondrie (McFadden et al., 2000). De la méme fagon, la résistance aux
antifolates, notamment les sulfonamides, peut s’expliquer par une mutation du géne codant pour

la dihydroptéroate synthase (DHPS) (Aspinall et al., 2002).
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2) Neospora caninum

La résistance médicamenteuse chez Neospora caninum n’a pas encore fait 1’objet de
publications scientifiques. Seule une équipe fait état de la mise au point d’une souche de N.
caninum résistante a la pyriméthamine aprés transfection d’un géne muté codant pour la
dihydrofolate réductase-thymidylate synthase (DHFR-TS) (Pereira et al., 2014). Cette étude
confirme également que la forme mutée de la DHFR est responsable de la résistance aux

antifolates, comme c’est également le cas chez T. gondii (Reynolds et al., 2001).

I) Lachimiorésistance chez P. falciparum

L’usage massif des traitements antipaludiques, notamment la chloroquine, a entrainé
I’émergence de la chimiorésistance de Plasmodium a partir des années 1960 en Asie du Sud et
en Amérique du Sud, et a partir des années 1980 en Afrique. Elle s’étend aujourd’hui a toutes
les régions du monde touchées par ce pathogéne (Sidhu et al., 2002). Face a cette situation,
d’autres  traitements antipaludiques ont été utilisés, tels que [’association
sulfadoxine/pyriméthamine et méfloquine, ou encore 1’utilisation de 1’artémisinine et de ses
dérivés. Néanmoins, Plasmodium est capable de devenir résistant a ces traitements : c’est le cas
pour les antifolates (Sibley et al., 2001), la méfloquine (Price et al., 2004), I’artémisinine
(Fairhurst and Dondorp, 2016) mais également la quinine (Jelinek et al., 1995) ou encore
I’association atovaquone/proguanil (Cottrell et al., 2014). Le manque de renouvellement des
traitements antipaludiques et leur utilisation courante participent a 1’émergence de ces

résistances.

Les causes des résistances aux traitements antipaludiques sont généralement des mutations,
similaires a celles décrites pour T. gondii, puisque les traitements utilisés sont tres proches pour
ces deux parasites. En effet, des mutations induisent la résistance a 1’atovaquone (Schwaobel et
al., 2003), a la quinine (Jelinek et al., 1995), aux antifolates (Sibley et al., 2001) ou encore a
I’artémisinine (Fairhurst and Dondorp, 2016). Certaines résistances, par exemple la résistance
a la méfloquine, peuvent également s’expliquer par la surexpression d’un gene (Price et al.,
2004). Les pompes a efflux peuvent également avoir un rdle dans la chimiorésistance chez

Plasmodium (Nogueira et al., 2006).
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I11) Contourner les chimiorésistances : un objectif a portée de main ?

A I’heure actuelle, la chimiorésistance des protozoaires aux traitements antiparasitaires est
un enjeu de santé publique d’autant plus important que de multiples résistances font leur
apparition. A défaut de solutionner cette problématique a court terme, il existe cependant des
moyens permettant de limiter I’apparition de ces résistances médicamenteuses (Tanwar et al.,

2014). Ces moyens sont présentés dans la Figure 22.
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Figure 22. Moyens possibles pour limiter et contourner I'apparition des chimiorésistances
des parasites protozoaires (d'apres Tanwar et al., 2014).

L’alternative la plus prometteuse, mais également la plus difficile a atteindre, est la

découverte et la mise au point de nouvelles drogues antiparasitaires. Cette approche passe par
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le criblage d’un grand nombre de composé€s, naturels ou synthétiques, sur un panel le plus
important possible de pathogénes. Dans le cas des parasites protozoaires, ce genre d’outil a été
proposé en 2011 par la fondation Medicines for Malaria Venture (MMV) qui a mis en place la
Malaria Box, outil de criblage de molécules chimiques potentiellement antipaludiques
(Spangenberg et al., 2013). Son usage a été par la suite étendu a T. gondii et Entamoeba
histolytica (Boyom et al., 2014) avant d’aboutir a la constitution de la Pathogen Box, applicable

a tout type de pathogenes dont les parasites protozoaires (Duffy et al., 2017).

Une approche similaire est possible en utilisant des produits d’origine naturelle. L’idée que
des solutions, ici thérapeutiques, soient présentes dans la nature est reprise plusieurs fois par
Aristote via sa fameuse citation « la Nature ne fait rien en vain ». La médecine traditionnelle
illustre ces propos de facon concréte. En effet, il existe de nombreux composes utilisés en
médecine traditionnelle dont I’efficacité est scientifiquement avérée contre diverses maladies
parasitaires (Freiburghaus et al., 1996; Ndjonka et al., 2013; Willcox and Bodeker, 2004). De
plus, certains traitements thérapeutiques actuellement utilisés contre diverses pathologies,
parasitaires ou non, ont une origine naturelle tels que les traitements a base d’artémisinine
(Nosten et al., 1998) ou de quinine (Achan et al., 2011) contre le paludisme, ou encore le
paclitaxel contre le cancer (Weaver, 2014). Au vu de la biodiversité de notre environnement, il
est intéressant, voire essentiel, d’en explorer les multiples facettes dans le but de découvrir des

alternatives thérapeutiques nous permettant de contrer I’émergence des chimiorésistances.
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i) Méthodes de screening

Les parasites apicomplexes, de par leur ubiquité et leur infectiosité, sont responsables de
pathologies humaines et animales ayant des conséquences parfois graves pour les organismes
touchés tout en engendrant un certain coQt, par exemple lors de la perte d’animaux d’élevage
atteints par I’un de ces parasites. Par conséquent, la prévention et le traitement de ces maladies
parasitaires sont primordiaux pour limiter ces pertes humaines, animales et économiques.

Dans cette optique, la prévention est en premiere ligne. Toutefois, dans le cas de la
prévention par vaccination, celle-ci n’est souvent que partiellement efficace et est souvent
supplantée par la chimiothérapie antiparasitaire (Mduller and Hemphill, 2013).
Malheureusement, cette derniere est sujette a des interrogations quant aux drogues utilisées qui
peuvent s’accumuler dans 1’organisme (Muller and Hemphill, 2013). En plus de cet aspect
sanitaire, il n’existe, dans certains cas, que peu de traitements disponibles. Ceux-Ci peuvent
également étre totalement inefficaces dans le cas ou le pathogene ciblé développe une résistance
médicamenteuse. Il est donc important d’avoir a disposition des outils et méthodologies de
screening (ou criblage) permettant d’identifier de nouveaux composés d’intérét, qu’ils soient
d’origine naturelle ou synthétique, tout en suivant un cheminement précis et optimal (Figure
23) (Cos et al., 2006).
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- receptor

- genes

In silico

Figure 23. Approche globale appliquée lors du screening de composés actifs (Cos et al.,
2006).
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)] Les méthodes de screening in silico

Le screening in silico met en ceuvre des outils informatiques et ne nécessite aucun matériel
biologique. Il s’agit donc d’un screening théorique, utilisé la plupart du temps pour pré-
identifier des composés potentiels et les molécules ciblées. Les connaissances acquises dans les
domaines de la génomique et de la protéomique permettent de simuler informatiquement 1’effet
d’un composé actif, hypothétique ou non, sur une cible moléculaire donnée. Ce principe, appelé
docking moléculaire, est largement utilisé dans les screenings a haut débit puisqu’il permet de
pré-visualiser 1’effet d’un grand nombre de composés en un minimum de temps sur un certain
nombre de cibles, tout en étant partiellement automatisé. Le docking moléculaire est également
une approche in silico mise en application pour la conception de composés actifs, appelée drug
design (Figure 24) (Kitchen et al., 2004).
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Figure 24. Exemple de drug design dans le cas de la recherche d’inhibiteurs de la cyclo-
oxygeénase 2 (COX2) (Kitchen et al., 2004). Un inhibiteur non sélectif (a), un inhibiteur sélectif
(b), une représentation du site de fixation de Dl’inhibiteur sur 1’enzyme (c) et différents
inhibiteurs potentiels (d) sont ainsi présentés dans cette étude.

En revanche, cette technique a montré ses limites lors de screenings a grande échelle,

puisque la méthode se focalisait principalement sur la cible et non sur le composé actif en tant
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que tel, dont 1’étude in silico ne prend pas en considération un certain nombre de parametres
physiologiques pouvant influencer son action (Sams-Dodd, 2005). Cette problématique s’avere
d’autant plus importante lorsqu’il s’agit de cribler des produits naturels, qui consistent
généralement en un mélange complexe de plusieurs composés, rendant ainsi 1’approche in silico

désuéte et non pertinente (Cos et al., 2006).

I) Les méthodes de screening in vitro

Le screening in vitro repose sur la notion de « systeme cellulaire complet », ¢’est-a-dire que
I’expérimentation est réalisée sur un mode¢le cellulaire vivant plus représentatif des conditions
physiologiques que 1’approche in silico, mais moins que 1’approche in vivo. En effet, cette
approche in vitro consiste en I’utilisation d’un ou plusieurs modéles cellulaires afin de se
rapprocher au mieux des conditions réelles retrouvées chez I’Homme ou I’animal tout en
s’affranchissant des contraintes techniques et éthiques inhérentes a ceux-Ci.

Dans le cas des parasites protozoaires apicomplexes, 1’approche in vitro fait partie
intégrante de la découverte de nouveaux composés antiparasitaires. Plusieurs techniques ont été
ainsi décrites (Jin et al., 2012; Mdller and Hemphill, 2013) et peuvent étre mises en ceuvre pour

le criblage de composés actifs (Tableau I1).

Tableau Il. Exemples de méthodes de screening in vitro dans le cas de parasites
protozoaires apicomplexes (d’apres Miiller and Hemphill, 2013).

Technique Méthode Organisme
Babesia sp.
. . . . . Eimeria spp.
. . Coloration de cellules infectées et/ou de frottis sanguins + comptage des vacuoles -
Microscopie Neospora caninum

parasitophores ou des parasites

Toxoplasma gondii
Sarcocystis neurona
Cryptosporidium parvum

Tests immunologiques Test ELISA sur cellules infectées

Besnoitia besnoitii

gRT-PCR pour détecter IADN génomique du parasite dans des cellules infectées C. parvum
N. caninum
T. gondii
Babesia divergens
Theileria sergenti
N. caninum
T. gondii
S. neurona
T. gondii

Quantification d'acides
nucléiques

Incorporation d'un précurseur radioactif dans 'ADN du parasite

Activité¢ du géne rapporteur de la B-galactosidase

Souches transgéniques

Quantification d'une protéine fluorescente

S. neurona

Viabilité

Quantification d'un colorant absorbé par les parasites vivants par cytométrie en flux

Babesia bovis

Quantification des niveaux d'expression d'’ARN spécifiques du parasite

Eimeria tenella

N. caninum

60



Introduction

1) Les tests morphologiques

Les tests morphologiques sont les tests de référence pour 1’étude de la prolifération
parasitaire. Les structures spécifiques du parasite, telles que la vacuole parasitophore, sont
directement visibles apres coloration avant comptage. Ces tests sont simples & mettre en ceuvre
et apportent des informations claires et précises quant a I’efficacité antiparasitaire d’une drogue
testée. Cependant, ces expérimentations nécessitent du temps, puisque la croissance cellulaire
et la multiplication du parasite sont limitantes. De plus, elles ne sont pas automatisées, a
I’inverse de méthodes davantage orientées sur la quantification.

Ces tests sont particulierement adaptés pour 1’étude de drogues anti-T. gondii, mais ne le
sont pas pour le screening a haut débit. En effet, le screening a haut débit implique une
automatisation au moins partielle du procédé (Pereira and Williams, 2007), liée a divers
domaines tels que la bio-informatique, la génomique ou la protéomique. Néanmoins, une
technique de criblage a haut débit basée sur les tests morphologiques a été décrite pour T. gondii
(Jin et al., 2009).

2) Les précurseurs radioactifs

Les tests basés sur I’incorporation de précurseurs radioactifs d’acides nucléiques ou de
protéines sont essentiellement utilisés pour 1’étude de parasites en culture axénique mais aussi
dans le cas de parasites dont la croissance est tres rapide (Mdaller and Hemphill, 2013).
Cependant, il est possible que 1’utilisation de précurseurs radioactifs ne soit pas adaptée au
screening in vitro. Par exemple, 1’uracile triti¢ (*H-uracile), qui s’incorpore dans I’ARN, n’est
pas pertinent pour le screening in vitro de drogues qui pourraient impacter la synthése d’ARN
de la cellule héte. A I’inverse, dans I’étude de modéles parasitaires tels que Plasmodium, qui
parasitent les globules rouges, 1’utilisation de tels précurseurs est envisageable puisque ces

derniers sont dénués d’acides nucléiques (Baniecki et al., 2007).

3) La Polymerase Chain Reaction (PCR)

Les tests d’incorporation de précurseurs radioactifs sont le plus souvent remplacés par des
méthodes faisant appel a la PCR. En effet, au-dela des risques de radioactivité et des contraintes
techniques (matériel et locaux adaptés, personnels formés...), les techniques de PCR sont
applicables a une grande variété de parasites protozoaires. De plus, ces techniques sont

spécifiques et peuvent étre utilisées pour quantifier n’importe quel organisme dont des
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séquences d’acides nucléiques sont connues. Elles sont souvent utilisées pour 1’évaluation de
’efficacité d’une drogue sur un grand nombre de parasites apicomplexes. Bien qu’initialement
utilisee a des fins diagnostiques (Costa et al., 2013), la qRT-PCR est parfaitement adaptée au
criblage a haut débit de drogues antiparasitaires (Zhang and Zhu, 2015). Néanmoins, ces
techniques ont un co(t relativement élevé, en plus de comprendre de nombreuses étapes dans

leur réalisation.

4) Les souches parasitaires transgéniques

Une autre approche mise en ceuvre pour le screening in vitro de composes actifs est
I’utilisation de souches parasitaires transgeniques (Murata et al., 2017). Ces modeles sont
congus de fagcon & exprimer des genes rapporteurs sous le contrdle d’un promoteur. Les génes
rapporteurs les plus courants sont la B-galactosidase, la glucuronidase et la luciférase (Muller
and Hemphill, 2013). D’autres modéles transgéniques font appel a des marqueurs fluorescents,
tels que la protéine GFP (Green Fluorescent Protein) ou la protéine YFP (Yellow Fluorescent
Protein). Ces marqueurs fluorescents permettent de contrdler la croissance parasitaire sans effet
délétére pour le parasite ou la cellule hote et peuvent étre appliqués au screening a haut debit
(Gubbels et al., 2003).

Les souches sauvages (non transgéniques) de parasites protozoaires sont considérees
comme des agents biologiques de classe 2, tandis que les souches parasitaires transgéniques
font partie de la classe 3. Ce changement de classe implique également des conditions

expérimentales adaptées en termes d’équipements et de consignes de sécurité.

5) Les tests de viabilite

Dans le cas des parasites protozoaires, la majorité d’entre eux nécessite d’étre cultivée en
présence de cellules hotes. Par conséquent, des tests de viabilité a base de bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltetrazolium (MTT) ou de résazurine ne sont pas adaptés
pour le screening in vitro (Miller and Hemphill, 2013). En effet, ces tests permettent de
déterminer la viabilité de tout organisme présent dans I’expérimentation, cellules hotes incluses.
Les résultats obtenus ne sont donc pas représentatifs d’un quelconque effet d’une drogue sur
les parasites uniquement. Ces tests peuvent néanmoins étre utilisés pour le screening in vitro de

composés sur des parasites cultivés en conditions axéniques (Sereno et al., 2001).
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6) Les tests immunologiques

Enfin, les tests immunologiques sont la derniére catégorie de tests utilisés sur les parasites
protozoaires apicomplexes pour les screenings in vitro de composés actifs. Ce type de tests a
été mis au point sur T. gondii pour la premiére fois en 1985 (Merli et al., 1985). Dans cette
étude, le test a été réalisé pour évaluer la croissance de T. gondii au sein d’une culture cellulaire.
Les auteurs ont également conclu que le test immunologique ainsi développé pouvait étre
appliqué pour déterminer I’activité in vitro de composés anti-T. gondii. Le test ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) permet de quantifier un antigéne parasitaire, défini
par I’anticorps utilis€ au cours de I’expérimentation, présent dans une culture cellulaire infectée
ou dans le milieu de culture. Bien que ces tests soient adaptés au criblage a haut debit, ils
nécessitent toutefois un certain nombre d’étapes et des anticorps spécifiques (Miller and

Hemphill, 2013).

Dans notre étude, I’outil de criblage moléculaire est basé sur le test ELISA. Malgré ses
avantages certains en termes de gain de temps et de nombre de composés pouvant étre testés,
le criblage & haut débit n’a pas été envisagé ici en regard de la quantité de composés a tester.
De méme, les souches transgéniques n’ont pas été utilisées du fait de leur appartenance a la
classe 3 des risques biologiques, ce qui aurait nécessité un réaménagement complet des salles

de culture et du matériel nécessaire pour assurer la sécurité du manipulateur.

1) Les méthodes de screening in vivo

Classiquement, les tests in vivo sont I’étape consécutive aux tests in silico et in vitro. La
finalité¢ de cette démarche habituelle est d’identifier ou de synthétiser un composé trés actif
contre le pathogene ciblé tout en restant le moins cytotoxique pour la cellule hote (notion de
sélectivité), et d’obtenir une activité significative chez 1’animal, avant de passer aux tests
cliniques dans le meilleur des cas.

Cependant, en regard du temps nécessaire et du coit financier qu’engendre le processus
classique de découverte d’un composé actif, une nouvelle approche peut étre mise en ceuvre.
Celle-ci consiste en effet a cribler des molécules directement sur des modeéles in vivo, en évitant
les expérimentations in silico et in vitro (Carroll and Houghten, 2009). Bien que présentant des
questionnements relatifs au bien-fondé d’une telle approche d’un point de vue éthique, plusieurs

composés démontrés comme étant actifs contre Plasmodium ont été mis en évidence par ce

63



Introduction

criblage in vivo (Calderén et al., 2012; Rueda et al., 2011; Sanz et al., 2011). La faisabilité de
cette approche a été évaluée pour la découverte de molécules antipaludiques (Jiménez-Diaz et

al., 2013). La démarche scientifique de ce processus de screening a egalement été détaillée
(Figure 25) (Jiménez-Diaz et al., 2013).

Critical path

In vitro screening identifies activity
against P. falciparum

Prioritization based on Validation of predictive
developability criteria in vitro/in g----—------- value of in silico/in vitro
silico (ADME, Toxicology) techniques
A

Compound synthesis (10 mg)

v

In vivo screening against P. berghei Coupled assays:
in the EDgg-normalized assay /\_>’ snapshot PK

&

In vivo efficacious compounds >40 % inhibition

\d \d
Efficacy in vivo against P. In vivo screening in
falciparum in HuMouse model o P. falciparum
+ <"> HuMouse model
Developability criteria in silico/in vitro
(ADME, Toxicology)

l

Lead optimization

Figure 25. Principe du screening in vivo proposé pour le processus de découverte de
composes antipaludiques (Jiménez-Diaz et al., 2013).
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ill) Ressources naturelles étudiées pour leurs actions
antiparasitaires : Anogeissus leiocarpus et dix arbres de
la région Champagne-Ardenne

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques a toujours existé chez ’Homme et les
animaux. Ces derniers peuvent utiliser les plantes de fagon instinctive pour traiter ou prévenir
une maladie (Bakhiet and Adam, 1995; Russo et al., 2009). Chez ’Homme, la plus ancienne
preuve écrite d’utilisation des plantes a usage médicinal date d’il y a 5000 ans en Inde, ol une
douzaine de préparations a base de 250 espéces de plantes y est décrite (Kelly, 2009). Plus
récemment, il a été démontré que I’ Homme de Néandertal, ayant vécu entre 300 000 et 28 000
ans avant notre ére, utilisait déja les plantes pour se soigner (Weyrich et al., 2017). A ’heure
actuelle, la médecine traditionnelle est encore trés présente dans certaines régions du globe,
notamment dans le traitement de maladies parasitaires en Afrique (Freiburghaus et al., 1996) et
en Inde (Bhat and Surolia, 2001).

L’utilisation empirique des plantes a des fins thérapeutiques a soulevé la question des
molécules responsables de ces effets bénéfiques pour I’Homme. Ainsi, les métabolites
secondaires font partie des nombreux composés a potentiel thérapeutique présents dans les
différentes parties des plantes, et notamment des arbres. L’écorce constituant une interface entre
I’organisme végétal et le milieu extérieur potentiellement hostile, les métabolites extraits des
écorces sont potentiellement de bons candidats pour trouver des agents protecteurs face a divers
pathogenes ou agressions. Parmi eux se retrouvent des terpénoides, des alcaloides, des
flavonoides, des coumarines, des stilbénes, des tanins et d’autres composés phénoliques
(Croteau et al., 2000).

Il est important de souligner que la biomasse forestiere représente la biomasse la plus
importante sur la planete (Dajoz, 2006). De ce fait, les enjeux écologiques et économiques qui
découlent de cette biomasse sont tres importants. La valorisation de sous-produits de la filiere
bois, dans des secteurs a haute valeur ajoutée tels que I’industric cosmétique ou
pharmaceutique, permettrait d’améliorer davantage la compétitivité de cette filiére tout en
s’inscrivant dans les problématiques environnementales auxquelles nous sommes confrontés

quotidiennement (déforestation, gaspillage des ressources naturelles...).
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)] Le bouleau d’Afrique (Anogeissus leiocarpus)

1) Généralités

Anogeissus leiocarpus (DC) Guill. et Perr., ou bouleau d’Afrique, est un arbre de la famille
des Combretaceae. Il se retrouve principalement dans les zones boisées et la savane d’Afrique
de I’Ouest, du Sénégal au Cameroun. Cet arbre peut mesurer jusqu’a 18 métres de hauteur pour
un metre de diametre (Figure 26A). L’écorce est grise et d’aspect écailleux (Figure 26B). Les
feuilles sont alternes, caduques, de forme lancéolée. Les fleurs sont jaunes, en forme de globe

et dénuées de pétale (Figure 26C). Elles sont hermaphrodites.

Figure 26. Caractéristiques morphologiques d’Anogeissus leiocarpus. Le port de 1’arbre
(A), I’écorce (B) (© Ralf Biechele) et une fleur (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

Le bois d’Anogeissus leiocarpus est un bois dur imputrescible et résistant aux insectes. Ces
propriétés font de lui un matériau prisé en menuiserie et en construction (CTFT, 1989). Son
pouvoir calorifique est trés ¢élevé, d’ou son utilisation répandue comme bois de chauffage
particulierement apprécié (von Maydell, 1983). Cet arbre est aussi et surtout largement utilisé
en médecine traditionnelle africaine. Par exemple, au Soudan, une décoction a base d’écorce
d’A. leiocarpus est utilisée pour lutter contre la toux, les vomissements et les rhumatismes,
tandis qu’au Nigeria, des batonnets d’écorce sont utilisés comme pate a macher pour I’hygiene
buccodentaire (Arbab, 2014; Taiwo et al., 1999). Il est également intéressant de souligner qu’il
est utilisé pour traiter des maladies parasitaires, telles que le paludisme (Ndjonka et al., 2012),
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la maladie du sommeil et la leishmaniose (Okpekon et al., 2004), ainsi que d’autres pathologies
(Okpekon et al., 2004; Taiwo et al., 1999). Au Togo, la décoction de ses feuilles est utilisée
pour lutter contre diverses infections fongiques (Arbab, 2014).

3) Caractérisation chimique

Au sein de I’écorce se trouvent de nombreux constituants chimiques dont la plupart sont
des métabolites secondaires. D’apres plusieurs criblages phytochimiques, I’écorce est riche en
tanins, en flavonoides, en terpenes et en saponines (Hubert et al., 2014). A I’inverse, elle est
dépourvue d’alcaloides (Arbab, 2014). Des composés polyphénoliques ont également été
identifiés tels que les acides 3,4,3’-tri-O-méthyflavellagique et 3,3’-di-O-méthylellagique,
I’acide ellagique, I’acide séricique ou encore 1’acide gallique (Arbab, 2014; Hubert et al., 2014).
De nombreux autres composés sont également présents dans 1’écorce d’A. leiocarpus (Arbab,

2014; Hubert et al., 2014).

1) Le hétre commun (Fagus sylvatica)

1) Généralités

Fagus sylvatica L., ou hétre commun, est un arbre appartenant a la famille des Fagaceae. Il
constitue la majorité des foréts européennes, avec une distribution s’étalant du nord du Portugal
a la Sueéde en passant par le sud de I’ Angleterre et I’Ukraine. Le hétre commun peut atteindre
une hauteur de 35 metres pour une circonférence de presque deux metres pour les arbres
centenaires (Figure 27A). L’écorce du hétre commun est facilement reconnaissable de par son
aspect lisse et régulier (Figure 27B). Elle est de couleur gris-noir mais apparait le plus souvent
gris argenté a cause de la présence de lichens a la surface du tronc. C’est une écorce relativement
mince qui persiste durant toute la vie de 1’arbre. Les feuilles sont alternes, caduques, de forme
ovale. Les fleurs ne disposent pas de pétale (Figure 27C). Le hétre commun est une espece

monoique.
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Figure 27. Caractéristiques morphologiques de Fagus sylvatica. Le port de 1’arbre (A),
I’écorce (B) et les feuilles et fleurs (C) sont ainsi présentgs.

2) Utilisation par I’Homme

Le hétre commun est utilis¢ dans de nombreux domaines par I’Homme. Il est la principale
source de bois de chauffage en Europe centrale, et son bois est utilisé comme matériau dans la
fabrication de meubles ou d’ustensiles. C’est ¢galement une source de fibres pour la fabrication
du papier. Ses fruits, les faines, sont parfois utilisés dans une moindre mesure dans
I’alimentation humaine et animale. En médecine traditionnelle, la décoction d’écorce séchée
est utilisée comme antipyrétique (Fleury de la Roche, 1937). L’écorce est également utilisee
sous forme de poudre dans le traitement de la goutte, des rhumatismes et de diverses affections
cutanées (Fleury de la Roche, 1937). Récemment, les propriétés anti-herpétiques et antitussives
de sulfates de glucuronoxylanes extraits a partir de poudre de sciure ont été mises en évidence
(Noséalova et al., 2014; Pujol et al., 2016). De plus, I’extrait de feuilles de hétre aurait un effet
antibactérien vis-a-vis d’Escherichia coli (Nicu et al., 2016). L’extrait méthanol de 1’écorce a

un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Peu de données scientifiques détaillent la caractérisation chimique des différentes parties
du hétre commun apres extraction. Ainsi, plusieurs publications font part de la présence de
glucuronoxylanes (Nosal'ova et al., 2014; Pujol et al., 2016), qui sont des polymeéres d’acide

glucuronique et de xylose. Une étude plus récente décrit également la présence de polyphénols,
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d’acides gras et de triterpénes (Hubert et al., 2016). Des composés phenoliques ont été identifiés

dans la sciure du hétre commun (Mammel&, 2001).
I11) Le chéne pédonculé (Quercus robur)

1) Genéralités

Quercus robur L., ou chéne pédonculé, est un arbre de la famille des Fagaceae. Il est trés
répandu en Amérique du Nord et en Europe, sauf sur le littoral méditerranéen, dont le climat
est peu adapté a son développement. En France, environ 30% de la superficie des foréts est
recouverte par le chéne pédonculé, soit 1,35 millions d’hectares. Cet arbre peut atteindre une
hauteur de 40 meétres et au-dela (Figure 28A). Son écorce est sombre, épaisse et crevassée
(Figure 28B). Ses feuilles sont caduques, alternes et lobées. Les fleurs ne possédent pas de

pétale (Figure 28C). Le chéne pédonculé est une espéce monoique.

Figure 28. Caractéristiques morphologiques de Quercus robur. Le port de I’arbre (A) (©
Gilles Montavon), I’écorce (B) et les feuilles et fleurs (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

Le chéne fournit un bois trés utilisé par 'Homme dans de nombreux domaines. Il sert a la
fabrication de bateaux, de meubles, des tonneaux de vin, de structures et d’ustensiles divers et
variés mais aussi de charpente dans les constructions domestiques ou de grands monuments. Il

est également utilisé comme bois de feu et les fibres du bois servent a la préparation de pate a
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papier. En médecine traditionnelle, I’extrait aqueux de chéne est utilisé dans le traitement
externe des Iésions cutanées pour ses propriétés antibactériennes (Brantner and Grein, 1994).
En tisane, il confere des effets anti-diarrhéiques et améliore la digestion.

Récemment, plusieurs études ont démontré ’efficacité d’extraits de chéne pédonculé dans
différentes problématiques de santé. Ainsi, l’extrait d’écorce permet d’améliorer les
performances sportives et la récupération apres un effort intense (Vinciguerra et al., 2015). Les
polyphénols présents dans cet extrait aident les patients dépressifs a surmonter leur depression
(Trebaticka and Durackova, 2015). De plus, les triterpénoides contenus dans le bois possédent
une activité anticancéreuse sur des cellules de cancer du sein (Pérez et al., 2017). Enfin, I’extrait
aqueux d’écorce de chéne pédonculé est capable d’inhiber 1’activité cytotoxique de
I’hémolysine produite par Vibrio cholerae, agent pathogéne responsable du choléra (Markina
et al., 2013). L’extrait méthanol de 1’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus
(Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Peu d’études ont été entreprises pour caractériser chimiquement les métabolites présents
dans I’écorce du chéne pédonculé. Toutefois, comme tout arbre, des polyphénols sont retrouvés
dont des ellagitanins, des triterpenes et des flavonoides (Zhang et al., 2015a). Une étude fait
¢galement I’inventaire des catéchines et proanthocyanidines présentes chez le chéne pédonculé
(Kuliev et al., 1997).

V) L’aulne glutineux (Alnus glutinosa)

1) Geénéralités

Alnus glutinosa L., ou aulne glutineux, appartient a la famille des Betulaceae. Cet arbre se
retrouve dans toute I’Europe, y compris les iles britanniques, I’ouest de la Russie et la
Scandinavie, ainsi qu’en Turquie sur le pourtour de la mer Noire et au nord du Maroc et de la
Tunisie. Le tronc peut atteindre une hauteur comprise entre 20 et 30 metres (Figure 29A). Son
écorce est brune et crevassée (Figure 29B). Les feuilles sont caduques, alternes, ovales,
legerement dentelées et tronquées en pointe. Les fleurs, appelées chatons, sont dépourvues de

pétale (Figure 29C). L’aulne glutineux est une espéce monoique.
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Figure 29. Caractéristiques morphologiques d’Alnus glutinosa. Le port de I’arbre (A),
1’écorce (B) et les feuilles et chatons males (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

L’aulne glutineux est utilisé par I’Homme pour la stabilisation et la consolidation des rives
des cours d’ecau. En effet, son systeme racinaire est particulierement développé, ce qui permet
de maintenir une bonne cohésion du sol. Il est également utilisé pour 1’assainissement et
I’enrichissement des sols précédant toute plantation forestiére ou agricole. Au siécle dernier,
son bois servait surtout aux verriers et aux boulangers pour fournir un feu rapide, intense, avec
trés peu de fumée. Son imputrescibilité dans 1’eau a été mise a profit pour la construction de
Venise, dont une partie de la ville serait batie sur des pilotis en aulne (Houston-Durrant et al.,
2016). La décoction d’écorce d’Alnus glutinosa est utilisée en médecine traditionnelle pour
lutter contre la fiévre, les inflammations bucco-pharyngées et les rhumatismes, entre autres (Sati
et al., 2011). Les propriétes anti-inflammatoires d’extrait d’écorce d’aulne glutineux, via
I’inhibition du TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) pro-inflammatoire, ont récemment été
démontrées (Acero and Mufioz-Mingarro, 2012). Les feuilles et 1’écorce d’aulne glutineux
contiennent des diarylheptanoides, molécules dont les propriétés anti-tumorales (Dini¢ et al.,
2014, 2016; Leon-Gonzalez et al., 2014), régénératives (Dini¢ et al., 2015) et antibactériennes
(Abedini et al., 2016; Sati et al., 2011) ont été mises en évidence.
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3) Caractérisation chimique

De par ses nombreuses propriétés bénéfiques, la composition des différentes parties de la
plante a été largement étudiée et chimiquement caractérisée. Ainsi, Sati et al. décrivent la
présence d’especes chimiques de type terpénes, flavonoides, diarylheptanoides (orégonine),
phenols, stéroides et tanins, entre autres (Sati et al., 2011). Parmi les terpénes se retrouvent, par
exemple, I’acide bétulinique, la lupénone et I’alnusénone (Abedini et al., 2016). D’autres études

font état de phénols et terpénes retrouvés dans les feuilles et I’écorce (Dahija et al., 2014).

V)  Le merisier (Prunus avium)

1) Généralites

Prunus avium L., ou merisier, est un arbre appartenant a la famille des Rosaceae. Il se
retrouve essentiellement en Europe, mais aussi en Afrique du nord et en Asie occidentale. Le
tronc peut atteindre une hauteur de 25 metres, pour un diametre inférieur a un meétre (Figure
30A). L’écorce est fine, de couleur grise pouvant aller vers le rouge-brun pour les jeunes
specimens, et présentant des exfoliations horizontales (Figure 30B). Les feuilles sont caduques,
alternes, dentées et ont une forme elliptique. Les fleurs sont blanches et disposées en petits

bouquets (Figure 30C). Le merisier est une espece allogame.

-,
—

Figure 30. Caractéristiques morphologiques de Prunus avium. Le port de I’arbre (A) (©
Eric Lhote), I’écorce (B) et les feuilles et fleurs (C) sont ainsi présentés.
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2) Utilisation par I’Homme

Le bois du merisier est utilisé comme bois d’ameublement. Autrefois, il servait aussi a la
fabrication de divers objets, allant des rampes d’escaliers aux tonneaux, en passant par des
bobines de soieries. Il sert également de protecteur d’especes cultivées puisque les oiseaux sont
attirés par ses fruits, les merises, laissant les autres arbres a proximite libres de se développer.
Les merises sont également appelées « cerises douces » et sont largement consommées par
I’Homme. En décoction, elles présentent des propriétés cicatrisantes, diurétiques et toniques
(Bown, 1995; Chiej, 1984; Grieve, 1984). La résine issue du tronc du merisier est utilisée en
inhalation comme antitussif (Chiej, 1984). Récemment, il a ét¢ démontré que 1’extrait éthanol
de pétioles avait un effet antibactérien sur une souche d’Escherichia coli résistante aux
antibiotiques (Radojica Rov¢anin et al., 2015), de méme que la tige des merises sur une souche
sensible aux antibiotiques (Aires et al., 2017). L’extrait méthanol de I’écorce, quant a lui, a un

effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Plusieurs études récentes ont permis de caractériser différentes especes chimiques présentes
dans les merises, telles que les flavonoides et des composés phénoliques (Aires et al., 2017;
Commisso etal., 2017). Une caractérisation chimique globale des espéces chimiques retrouvées
dans I’écorce de D’arbre a également été réalisée récemment, révélant la présence de

polyphénols, d’acides gras et de triterpénes (Hubert et al., 2016).

V1) L’érable sycomore (Acer pseudoplatanus)

1) Généralités

Acer pseudoplatanus L., ou érable sycomore, appartient a la famille des Aceraceae. Cet
arbre se retrouve en Europe de 1’ouest et centrale jusqu’en Russie occidentale, ainsi que sur le
pourtour méditerranéen et en Turquie. L’érable sycomore peut atteindre une hauteur de 40
meétres pour un diameétre maximal de 3,5 metres (Figure 31A). L’écorce a un aspect lisse et
gris, d’autant plus foncée et craquelée que I’arbre est 4gé (Figure 31B). Les feuilles sont
caduques, alternes et palmées (Figure 31C). Les fleurs sont verdatres, groupées entre elles
(Figure 31C) et leur particularité repose sur le fait qu’elles apparaissent au méme moment que

les feuilles.
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I’écorce (B) (© Roland Gissinger) et les feuilles et fleurs (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

L’érable sycomore est utilis¢ comme arbre d’ornement, essentiellement aligné le long des
routes ou dans les parcs. C’est une essence tres répandue dans les zones de reboisement de par
sa croissance rapide. Son bois est utilisé en ébénisterie et en lutherie pour la fabrication des
violons. C’est également un bois de chauffage tres apprécié. En médecine traditionnelle,
I’écorce de 1’érable sycomore aide a la cicatrisation (Lust, 1983). Il a été démontré que 1’extrait

méthanol de I’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Trés peu d’études scientifiques se sont focalisées sur la caractérisation chimique des
différentes parties de I’érable sycomore. Seule une étude portant sur les espéces chimiques
présentes dans les feuilles a été realisée, montrant ainsi la présence de tanins, flavonoides,
terpenes et autres (Zhang et al., 2015b). Plus récemment, une caractérisation chimique globale

des composés retrouvés dans 1’écorce de I’arbre a également été réalisée (Hubert et al., 2016).
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VII) Le fréne commun (Fraxinus excelsior)

1) Généralités

Fraxinus excelsior L., ou fréne commun, est un arbre de la famille des Oleaceae. Son aire de
répartition s’étend des iles britanniques a I’ouest de la Russie, en passant par le nord de
I’Espagne et de la Turquie. Il peut mesurer jusqu’a 70 métres de hauteur (Figure 32A). Son
tronc est lisse, de couleur grise, et présente des crevasses a mesure que 1’arbre vieillit (Figure
32B). Les feuilles sont caduques, opposees et composées. Les fleurs sont rouges et composées,

regroupées en grappes appelées panicules (Figure 32C).

Figure 32. Caractéristiques morphologiques de Fraxinus excelsior. Le port de I’arbre (A),
I’écorce (B) (© Paul Kirtley) et les fleurs (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

Tout comme 1’érable sycomore, le fréne commun est un arbre d’ornement et reboisement.
Particuliérement souple et résistant, son bois sert a la fabrication d’outils résistants aux chocs
(réteaux, crosses de hockey...). Il est également apprécié en tant que bois chauffage. Les
feuilles sont utilisées en fourrage pour les animaux de ferme. En médecine traditionnelle, les
feuilles et 1’écorce ont des propriétés laxatives, antipyrétiques, diurétiques et anti-
inflammatoires. Ces derniéres ont été prouvées scientifiquement (Schempp et al., 2000; Wright
etal., 2007). L’extrait aqueux de graines de fréne commun a une activité hypoglycémiante chez
des souris diabétiques (Maghrani et al., 2004) et obéses (Monto et al., 2014) mais également
chez des patients en bonne santé (Visen et al., 2009). Des propriétés anticancéreuses ont été
mises en évidence in vitro sur différents modéles de carcinomes humains (Sardari et al., 2009).

L’extrait méthanol d’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al.,
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2016). Les extraits éthanol et toluéne d’écorce sont capables d’inhiber la prolifération de
Plasmodium falciparum (Aydin-Schmidt et al., 2010). L’extrait éthanol d’écorce inhibe
I’activité de la dihydrofolate réductase (DHFR) (Strehl et al., 1995).

3) Caractérisation chimique

Une étude a permis de mettre en lumiére la présence de composés phénoliques dans la sciure
de fréne commun (Mammeld, 2001). Plus récemment, une caractérisation chimique globale des
composés retrouvés dans 1’écorce de ’arbre a également été réalisée, tels que des polyphénols,

des acides gras et des triterpénes (Hubert et al., 2016).

VII1) Le peuplier robusta (Populus robusta)

1) Généralites

Populus robusta Schneid., ou peuplier robusta, appartient a la famille des Salicaceae. 1l se
retrouve principalement en Europe occidentale, au sud de la Scandinavie et en Amérique du
nord. Sa hauteur peut atteindre les 30 metres (Figure 33A). L’écorce est de couleur pale, lisse
chez les jeunes specimens mais qui devient crevassée avec le temps (Figure 33B). Les feuilles
sont caduques, alternes et triangulaires. Comme pour 1’aulne glutineux, les fleurs sont sous

forme de chatons (Figure 33C).

Figure 33. Caractéristiques morphologiques de Populus robusta. Le port de 1’arbre (A),
I’écorce (B) (© Alex Hyde) et les chatons (C) sont ainsi présentés.
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2) Utilisation par I’Homme

Le bois de peuplier était autrefois utilisé comme bois de charpente. De nos jours, il sert a la
fabrication de panneaux de contreplaqué, d’emballages a destination de I’alimentation
(fromages, fruits et Iégumes, fruits de mer), de palettes de transport et de pate a papier. En
médecine traditionnelle, 1’écorce est utilisée comme antidouleur, anti-inflammatoire et
antipyrétique notamment grace a la présence de salicine qui se transforme en acide salicylique
dans ’organisme (Bown, 1995). L’extrait méthanol d’écorce a un effet antibactérien sur

Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Récemment, une caractérisation chimique globale des composés retrouvés dans 1’écorce de
I’arbre a été réalisée, mettant en évidence la présence de polyphénols, d’acides gras et de
triterpenes (Hubert et al., 2016). Aucune autre donnée scientifique n’est disponible quant a la
composition de I’écorce, bien que d’anciennes études aient pu mettre en évidence la présence

de composés antifongiques hydrosolubles (Grosjean, 1950).
IX) Le méléze d’Europe (Larix decidua)

1) Géneéralites

Larix decidua Mill., ou méleze d’Europe, est un arbre appartenant a la famille des Pinaceae.
11 se retrouve essentiellement dans les zones montagneuses d’Europe centrale, mais I’Homme
I’a implanté dans les plaines. Sa répartition s’étend donc des iles britanniques a 1’Ukraine
jusqu’au Danemark. Il peut atteindre une hauteur de 40 metres de haut pour 1,50 métre de
diamétre (Figure 34A). Son écorce est grisatre, crevassée et particulierement épaisse chez les
vieux spécimens (Figure 34B). Les feuilles sont des aiguilles insérées en rosette et concentrées
en touffes le long des rameaux. Contrairement aux autres coniféres d’Europe, les aiguilles du
méléze chutent en hiver. Dépourvu de fleur, ’appareil reproducteur consiste en des cones males

(jaunes) et femelles (roses-bruns) (Figure 34C).
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# i fousabis 5.V N0
Figure 34. Caractéristiques morphologiques de Larix decidua. Le port de 1’arbre (A) (©

Giuseppe Mazza), 1’écorce (B) et les aiguilles et cones (C) (© Peter O’Connor) sont ainsi
présentés.

2) Utilisation par I’Homme

Le bois du méléze d’Europe est utilisé dans la construction de charpente, panneaux a
particules, clotures mais aussi en menuiserie. L’écorce est utilisée en médecine traditionnelle
pour traiter la cystite (Bown, 1995; Grieve, 1984). Elle présente également des propriétés
cicatrisantes, balsamiques, laxatives, expectorantes, diurétiques et favorise la production de
globules blancs (Bown, 1995; Grieve, 1984; Lust, 1983). Cette propriété se retrouve également
dans la « manne de Briangon », un suintement provenant des aiguilles du méléze en été (Grieve,
1984). La résine est antiseptique, balsamique, diurétique, hémostatique et vermifuge (Bown,
1995; Grieve, 1984). Des études scientifiques ont démontré in vitro les effets anti-
inflammatoires de la sciure (Pferschy-Wenzig et al., 2008) et anticancéreux de 1’écorce sur des
cellules cancéreuses de colon, de prostate et de glioblastome (Frédérich et al., 2009). L’extrait

méthanol de 1’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Des composés phénoliques, tanins et carbohydrates présents dans I’extrait aqueux d’écorce
de méléze d’Europe ont été caractérisés (Bianchi et al., 2015). Récemment, une caractérisation
chimique globale des composés retrouvés dans 1’écorce de I’arbre a été réalisée, mettant en

évidence la présence de terpénes, d’acides gras et de polyphénols (Hubert et al., 2016).
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X)  L’épicéa commun (Picea abies)

1) Généralités

Picea abies L., ou épicéa commun, appartient a la famille des Pinaceae. Au méme titre que
le méléze d’Europe, 1I’épicéa commun est un conifére qui se retrouve dans les zones
montagneuses, bien que I’Homme 1’ait introduit dans les plaines. Son aire de distribution
s’étend de 1I’Europe de 1’Ouest a la Russie et la Scandinavie. Le tronc peut atteindre environ 50
meétres pour 1,50 metre de diameétre (Figure 35A). L’écorce est brune et écaillée (Figure 35B).
Ses feuilles sont des aiguilles solitaires disposées en brosse. Les cbnes males sont jaunes et les

cones femelles rouges-bruns. (Figure 35C). L’épicéa commun est une espéce monoique.

b
.‘!}

| R e
Figure 35. Caractéristiques morphologiques de Picea abies. Le port de I’arbre (A), 1’écorce
(B) (© Glenn Dreyer) et les aiguilles et cones (C) sont ainsi présentés.

2) Utilisation par I’Homme

Dans la culture populaire, I’épicéa commun est utilisé comme arbre d’ornement, notamment
lors des festivités de Noél, sous I’appellation de « sapin de Noél ». Son bois sert a la construction
de charpentes, de poteaux, d’emballages, de panneaux a particules et a 1’élaboration de pate a
papier. Les chutes de scierie sont transformées en granulés pour le chauffage domestique ou en
plaquettes pour le chauffage industriel. En médecine traditionnelle, I’épicéa commun est utilisé
pour ses propriétés antiseptiques, balsamiques, expectorantes, sédatives et antibiotiques (Chiej,
1984). Ces propriétés ont été démontrées dans différentes études scientifiques (Cosentino et al.,
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2010; Fyhrquist et al., 2017; Rautio et al., 2007, 2012, Sipponen et al., 2008, 2012). L’extrait

méthanol de 1’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus (Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Plusieurs études font état des différentes espéces chimiques présentes dans 1’écorce et le
bois de 1’épicéa commun. Ainsi, la présence de terpénes (Granstrom, 2010), de polysaccharides
(Shakhmatov et al., 2017) et de composés phénoliques (Pan and Lundgren, 1995) a été mise en
évidence. La présence de différents métabolites présents dans 1’extrait méthanol d’écorce, tels
que des flavonoides, stilbenes et autres composés phénoliques, a été décrite (Angelis et al.,
2016).

XI) Le tremble d’Europe (Populus tremula)

1) Geénéralités

Populus tremula L., ou tremble d’Europe, appartient a la famille des Salicaceae. Cet arbre
est extrémement répandu en Eurasie. Sa hauteur peut atteindre 30 métres de haut (Figure 36A).
L’écorce est lisse, blanche, parsemée de lenticelles en forme de losange et présente des
crevasses a mesure que I’arbre vieillit (Figure 36B). Ses feuilles sont caduques, alternes,
arrondies et crénelées. Les fleurs sont groupées en chatons, gris-rouges pour les méles et verts

pour les femelles (Figure 36C). Le tremble d’Europe est un arbre dioique.

| . :"‘J'
Figure 36. Caractéristiques morphologiques de Populus tremula. Le port de 1’arbre (A) (©
Jorg Paul Kaspari), 1’écorce (B) (© Carl Farmer), les feuilles et un chaton femelle (C) (© Michel
Pourchet) sont ainsi présentés.
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2) Utilisation par I’Homme

Le bois de tremble d’Europe est utilisé pour la fabrication de pate a papier, d’allumettes, de
panneaux de meubles et d’emballages. L’écorce est utilisée en médecine traditionnelle pour ses
propriétés antipyrétiques, anti-inflammatoires, analgésiques, diurétiques et expectorantes
(Launert, 1981). Diverses études scientifiques font état de 1’activité anti-oxydante (Meyer et al.,
1995), antibactérienne (Faustova et al., 2006), antiulcéreuse (Krylova et al., 2000) et
anticancéreuse (Razina et al., 1998) d’extraits aqueux ou alcools d’écorce de tremble d’Europe.
L’extrait éthanol d’écorce inhibe I’activité de la dihydrofolate réductase (DHFR) (Strehl et al.,
1995). L’extrait méthanol de 1’écorce a un effet antibactérien sur Staphylococcus aureus
(Hubert et al., 2016).

3) Caractérisation chimique

Peu d’études se sont penchées sur la composition et la caractérisation chimique de 1’écorce
de Populus tremula. Ainsi, une étude fait mention de la présence de composés phénoliques et
de carbohydrates (Repas and Nikolin, 1968) tandis qu’une autre s’est focalisée sur
I’identification de certains glycosides (Jossang et al., 1994). Plus récemment, une
caractérisation chimique globale des composés retrouvés dans 1’écorce de 1’arbre a été réalisée,

décrivant la présence de terpenes, de polyphénols et d’acides gras (Hubert et al., 2016).
XI1) Recapitulatif des dix essences de la région Champagne-Ardenne
Le Tableau I11 récapitule, d’apres les données recueillies dans la littérature, les différentes

propriétés antimicrobiennes des dix essences étudiées ainsi que certains types de métabolites

retrouvés dans les écorces et ayant été caractérisés chimiquement.
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IV) Présentation de la Pathogen Box

)] Historique

La fondation Medicines for Malaria Venture (MMV) a pour objectif initial de développer
et de faciliter la distribution de nouvelles drogues antipaludiques potentielles a un codt

abordable pour les pays touchés par cette pathologie.

Pour aider a atteindre cet objectif, MMV a mis en place la Malaria Box en 2011 (Figure
37). Ce concept se traduit par la distribution gratuite de 400 molécules de synthése, regroupées
sur un ensemble de cing plaques 96 puits, dont la cible potentielle est P. falciparum. Ces 400
molécules ont été sélectionnées par les laboratoires GSK (Glaxo Smith Kline), Novartis et le
St. Jude Hospital parmi un panel de 20 000 molécules. La sélection des 400 molécules a été
réalisée en fonction des disponibilités commerciales, de la capacité de la molécule a étre prise
oralement et a son potentiel thérapeutique (« drug-like ») en opposition aux molécules destinées
a la Recherche sur le parasite (« probe-like »). Les 400 molécules ont ainsi été retenues en
raison de leur activité antipaludique intéressante sur la souche 3D7, leur Clso pouvant aller

jusqu’a 4 uM pour un indice de sélectivité supérieur a 10 (Spangenberg et al., 2013).

Figure 37. Présentation de la Malaria Box. Celle-ci consiste en cing plaques 96 puits au sein
desquelles sont regroupées 400 molécules potentiellement antipaludiques.

En 2014, Boyom et al. présentent une étude dans laquelle la Malaria Box a été testée sur T.
gondii et Entamoeba histolytica (Boyom et al., 2014), étendant ainsi I’usage de la Malaria Box
a des pathogeénes autres que P. falciparum. Ces travaux font partie d’une série d’études dont
I’objectif était de tester la Malaria Box sur différents modeles de pathologies tels que des
cellules cancéreuses, des protozoaires et des bactéries (Bessoff et al., 2014; Spangenberg et al.,
2013; Van Voorhis et al., 2016). Ces différentes études ont abouti, en décembre 2015, a la
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création et & la mise en place par MMV de la Pathogen Box, dont le principe est le méme que
la Malaria Box, cette fois-ci appliqué a différents pathogénes. Plus récemment, la Malaria Box
a éte criblée sur T. gondii et plusieurs composés ont eu un effet antiparasitaire, notamment via
I’inhibition de la ségrégation de I’apicoplaste, de I’invasion et de 1’égression du parasite

(Subramanian et al., 2018).
1)  Principe

A P’instar de la Malaria Box, la Pathogen Box consiste en cing plaques 96 puits regroupant
un ensemble de 400 molécules de synthése (Figure 38). En revanche, celles-ci sont différentes
de celles initialement proposées dans la Malaria Box. De plus, 1’objectif de la Pathogen Box se
veut plus large, avec un panel de molécules a destination d’une grande variété de pathogenes
responsables de maladies telles que la tuberculose, le paludisme, la maladie du sommeil, la

leishmaniose, la schistosomiase, 1’ankylostomiase, la toxoplasmose et la dengue (Figure 38).

Pathogen Box composition (number of compounds)

Tuberculosis 116
Malaria 125

Kinetoplastids . 70

Helminths 32
Cryptosporidiosis 11
Toxoplasmosis 15

Dengue 5

Reference compounds 26

Figure 38. Présentation de la Pathogen Box. Celle-ci consiste en cing plaques 96 puits au
sein desquelles sont regroupées 400 molécules destinées a étre testées sur une grande variété de
pathogenes (d’aprés https://www.pathogenbox.org).

Parmi les 400 molécules présentes dans la Pathogen Box, 26 sont des composés de référence

présentant une activité contre au moins 1’un des pathogenes ciblés.

I11) Données scientifiques actuelles

A T’heure actuelle, la Pathogen Box a permis la découverte d’un certain nombre de

molécules actives contre divers pathogenes. En effet, plusieurs études font état d’une activité

84



Introduction

contre Haemonchus contortus (Preston et al., 2016), Candida albicans (Vila and Lopez-Ribot,
2017), Cryptococcus neoformans (Mayer and Kronstad, 2017), Mycobacterium abscessus et
Mycobacterium avium (Low et al., 2017), Neospora caninum (Miller et al., 2017) ainsi que
Leishmania donovani, Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma cruzi et Plasmodium
falciparum (Duffy et al., 2017).
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L’objectif de ce travail de these a été de cribler un certain nombre de composés naturels et
synthétiques sur différents modeles parasitaires (T. gondii, N. caninum et P. falciparum), dans
le but de mettre au point un outil de criblage moléculaire in vitro permettant la découverte de

nouveaux composeés antiparasitaires.

Dans une premiére partie, nous avons confirmé de précédents résultats obtenus au
laboratoire quant a 1’efficacité in vitro d’extraits et fractions issus de 1’extrait d’écorce d’A.
leiocarpus sur T. gondii. Nous avons également testé ces différents extraits et fractions sur N.
caninum et certains d’entre eux sur P. falciparum. Nous avons ensuite cherché a identifier le
mécanisme d’action des extraits et fractions les plus actifs sur T. gondii. Enfin, I’efficacité in
vivo de ces derniers a été évaluée sur plusieurs modeles de toxoplasmose et de néosporose
aigués et chroniques.

Dans une seconde partie, nous avons appliqué notre outil de criblage moléculaire a 30
extraits d’écorces de dix arbres de la région Champagne-Ardenne sur T. gondii et N. caninum
dans le but de mettre en évidence de nouveaux composés naturels antiparasitaires, et ce dans
une optique de valorisation des sous-produits de la filiére bois.

Dans une troisiéme partie, un criblage de 400 composés de synthése fournis dans la
Pathogen Box par la fondation Medicines for Malaria Venture a été réalisé sur T. gondii et N.

caninum.
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Partie 1. Extraits naturels

)] Origine des extraits naturels d’écorces d’arbres

1) Ecorce d’Anogeissus leiocarpus

L’extrait brut d’écorce d’Anogeissus leiocarpus a été obtenu par extraction d’une poudre
d’écorce récoltée en Afrique subsaharienne dans I’éthanol 99%. Il a été fourni par la société
Givaudan (Pomacle, France). Cet extrait est actuellement utilisé en cosmétique comme
ingrédient actif nommé « Anogelline » dans une gamme de produits commercialisés par

Christian Dior en France.

2) Ecorces d’arbres provenant de la région Champagne-Ardenne

a. Origine des arbres

Les écorces d’arbres locaux utilisées dans cette étude proviennent du département des
Ardennes. Environ deux kilogrammes d’écorces d’arbres ont ainsi été récoltés manuellement
dans les foréts ardennaises en novembre 2014 au niveau du tronc de ’arbre deux mois apres
leur abattage dans le cadre d’activités professionnelles forestiéres. Les échantillons ont été
séchés pendant trois jours a 1I’étuve a 30°C avant d’étre broyés par un broyeur a marteaux (VEM
Motors GmbH, Allemagne). L’identification botanique est réalisée d’apres les caractéristiques
phénotypiques des arbres telles que la forme, la disposition et les contours des feuilles. Dix

essences d’arbres ont ainsi été sélectionnées (Tableau I11).

b. Obtention des extraits naturels

Chaque poudre d’écorce a subi par la suite trois extractions solide-liquide consécutives avec
des solvants de polarité croissante. La premiére extraction a été réalisée a partir de 100 g de
poudre d’écorce dans 1,5 L d’heptane pendant 18 heures a température ambiante et sous
agitation magnétique avant de filtrer sous vide a 1’aide d’un filtre en verre fritté 0,4 um. Le
filtrat est récupéré et évaporé a 1’aide d’un Rotavapor R-124 (Buchi, France) couplé a un bain-
marie Waterbath B-480 (Buchi, France), d’un Vacuum Controller V-850 (Buchi, France) et
d’une pompe a vide Vacuum Pump V-700 (Buchi, France). Les résidus secs obtenus sont
solubilisés dans I’heptane avant d’étre transférés dans un pilulier puis mis a sécher a

température ambiante. L’extrait ainsi obtenu est 1’extrait n-heptane, comprenant les composés
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naturels les plus apolaires. Les poudres d’écorces épuisées par I’heptane sont séchées puis de
nouveau soumises a une étape d’extraction solide-liquide dans 1,5 L de méthanol pendant 18
heures a température ambiante et sous agitation magnétique. Les résidus secs obtenus apres
évaporation du méthanol dans les mémes conditions que celles mentionnées ci-dessus sont
solubilisés dans I’acétone a I’aide d’un bain a ultrasons et transférés dans un pilulier. Le solvant
est évaporé a température ambiante jusqu’a obtention d’un résidu sec. Il s’agit 1a de I’extrait
méthanol. Les poudres d’écorces épuisées par le méthanol (et précédemment par I’heptane) sont
soumises & une troisiéme étape d’extraction, cette fois dans 1,5 L de méthanol/eau 50/50 (v/v).
L’extrait solide-liquide, repris dans 1’acétone, est obtenu de maniere identique a celle décrite
pour I’heptane et le méthanol. Le produit sec obtenu est 1’extrait méthanol 50%. Trente extraits

(trois extraits x dix essences) sont ainsi obtenus.

1) Fractionnement des extraits naturels par Chromatographie de
Partage Centrifuge (CPC)

1) Principe de la Chromatographie de Partage Centrifuge (EPC)

La Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) est une technique d’extraction liquide-
liquide dénuée de support solide. Elle est basée sur la distribution et le transfert de solutés entre
au moins deux liquides non miscibles en fonction de leur coefficient de distribution (Kd)
(Figure 39).

=+« *| Phase mobile lourde

-®

anad

Figure 39. Principe de la Chromatographie de Partage Centrifuge, basé sur le coefficient
de distribution (Kd) des solutés a extraire (d’aprés Kromaton Technology, France).

L’équipement utilisé¢ dans ce travail est un Extracteur de Partage Centrifuge FCPE300®
(Rousselet-Robatel-Kromaton, Annonay, France) (Figure 40) : la seule différence avec les
équipements de CPC classiques réside dans le fait que, a volume égal, la colonne EPC comporte

moins de cellules de partage (231 cellules de partage réparties sur 7 disques empilés, pour un
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volume total de la colonne utilisée de 303 mL), ces derniéres étant donc de plus grand volume
(1 mL/cellule). Elles sont par ailleurs reliées par des canaux de section augmentée (0,8 mm de

diametre, pour un volume total des canaux de 73 mL) par rapport aux colonnes CPC classiques.

&

Figure 40. Apercu de I’extracteur FCPE300® utilisé pour I’Extraction de Partage
Centrifuge. L’extracteur (A), la colonne EPC contenant les sept disques de partage (B) et I’'un
de ces disques (C) sont ainsi présentés.

Ceci permet d’augmenter la quantité d’échantillon a fractionner et le débit, optimisant ainsi
la productivité du processus d’extraction (Figure 41), et ce au détriment de I’efficacité

chromatographique, notamment en mode élution.

Débit

Mélangeurs-décanteurs
m3h | Colonnes d'extraction Grande productivite

Faible efficacité

Extracteur par
centrifugation

Extraction de Partage Centrifuge

Chromatographie
liquide-liquide (CPC)

Grande efficacité

5 mL/min

Faible productivité

1 1 1 S
0 20 1000 1500

Plateaux théoriques

Figure 41. Comparaison des différentes techniques d’extraction (d’aprés Jane Hubert,
présenté lors de PAFERP & STOLON International Symposium a Bruxelles en 2013).
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2) Fractionnement des extraits par CPC (Hamzaoui et al., 2013a)

Dans une ampoule a décanter, 700 mL d’ecau distillée, 700 mL d’acétonitrile (Carlo
ErbaReactifs SDS, France), 700 mL de n-heptane (Carlo ErbaReactifs SDS, France) et 700 mL
de méthyl tert-butyl éther (MTBE) (Carlo ErbaReactifs SDS, France) sont mélangés. Le
mélange est mis a décanter jusqu’a I’obtention de 3 phases, la moins polaire (nommeée phase 1,
1036 mL) étant riche en n-heptane et MTBE, celle de polarité moyenne (nommée phase 2°, 476
mL) riche en acétonitrile et en MTBE, enfin la plus polaire (nommée phase 3° 1288 mL) riche
en eau et dans une moindre mesure en acétonitrile. Les phases 2° et 3° sont collectées et
introduites dans une ampoule a décanter avec 700 mL de MTBE. Les deux phases résultantes
sont séparées et gardées avant que leurs volumes respectifs ne soient mesurés. Ainsi, le volume
de la phase supérieure (nommée 2) est de 1371 mL et celui de la phase inférieure (nommée 3)
de 841 mL. La rotation de la colonne peut étre ajustée de 200 rpm a 2000 rpm, produisant une
accélération centrifuge pouvant atteindre 437 g. les phases liquides sont pompées a 1’aide d’une
pompe KNAUER Preparative Pump 1800® V7115 (KNAUER, Allemagne). Le suivi de
I’effluent est réalisé online par un détecteur UVD 170S (Dionex, Etats-Unis) en sélectionnant
deux longueurs d’onde : 210 nm et 254 nm, le signal étant traité via le logiciel Chromeleon
version 6.11 (Dionex, Etats-Unis). Les fractions sont collectées a 1’aide d’un collecteur de
fractions Superfrac (Pharmacia, Suede), équipé de tubes de collecte de 20 mL.

La colonne est remplie initialement avec la phase 3 (phase aqueuse) a 200 rpm en mode
ascendant, puis la rotation est augmentée a 1000 rpm. L’échantillon (4 g d’extrait d’écorces
dissous dans un mélange de 15 mL de phase 3, 7 mL de phase 2 et 7 mL de phase 1 dans le cas
d’Anogeissus leiocarpus) est introduit dans la colonne via une boucle d’injection reliée a une
vanne d’injection, la phase mobile initiale correspondant a la phase 1 (riche en n-heptane) étant
pompee en mode ascendant avec une rampe de débit allant de 0 a 20 mL/min en 3 min. La phase
1 est pompée apres le volume mort (apparition de la phase mobile en sortie de colonne) pour
éluer les composes les moins polaires. La phase 2 (moyennement polaire, riche en acétonitrile
et MTBE) est alors pompée egalement en mode ascendant, toujours a un débit de 20 mL/min
pour éluer les composés de polarité intermédiaire. Enfin, et dans le but de collecter les composés
les plus polaires, les phases mobile et stationnaire sont interverties (mode dual) et la phase
aqueuse est donc pompée en mode descendant a 20 mL/min, la colonne tournant toujours a
1000 rpm.
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3) Obtention du profil chromatographigue des différentes fractions par

Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Les différentes fractions obtenues dans les tubes du collecteur sont ensuite analysées par
CCM en utilisant des plaques de silice phase normale Merck 60 F254 (Merck, France) et comme
¢luant un mélange acétate d’éthyle/toluéne/acide acétique/acide formique 70/30/11/11 (v/v). La
révélation se fait sous lumiere UV (254 et 365 nm), puis par pulvérisation d’une solution de
vanilline a 5% (m/v) dans de 1’éthanol 95% suivi d’une solution d’acide sulfurique 50% (v/v)
dans du méthanol avant chauffage de la plaque a environ 110°C pendant une minute. Les
fractions présentant le méme profil de chromatographie sont finalement regroupées en vue de
leur analyse par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), ces regroupements étant également

destinés aux expérimentations in vitro sur les parasites.

4) Analyse des fractions CPC par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Un échantillon de chaque fraction (environ 20 mg) est solubilisé dans 600 pL de DMSO
DMSO-d6 et analysé par spectroscopie RMN a 298 K sur un spectrometre Bruker Avance
AVII11-600 (Bruker, Wissembourg, France). Les spectres de I’hydrogéne *H et du carbone *C
sont respectivement enregistrés a 600,15 MHz et 150,04 MHz pour déterminer la composition
globale de chaque fraction (Hubert et al., 2014). Des analyses supplémentaires en RMN 2D
homo- (COSY) et hétéro-nucléaires (Heteronuclear Single-Quantum Coherence - HSQC,
Heteronuclear Multiple Bond Correlation - HMBC) sont réalisées en utilisant les
microprogrammes Bruker standards pour confirmer si besoin la structure du ou des composé(s)

majeur(s) présent(s) dans chaque fraction (Figure 42).

cosy

HSQC

(. _‘Zb)g (X, X,
X, =

Y

Figure 42. Déduction des liaisons et des relations de proximité possibles a partir des
données des spectres RMN COSY, HSQC ou HMBC. Dans le cas des couplages 3J H-X,
I’atome noté « ? » peut étre n’importe quel hétéro-atome de la molécule, tel que I’oxygéne ou
I’azote.

HSQC
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Un spectre HSQC permet de connecter les *H et les atomes *C (ou les °N) directement
liés. Une expérience *H-H COSY permet de mettre en évidence principalement les couplages
magnétiques entre les noyaux des protons a travers 2 (2J, dans le cas de protons méthyléniques
non équivalents) ou 3 liaisons (3J) dans certains cas particuliers (systémes comportant des
électrons , dispositions particuliéres dans 1’espace, etc) des couplages a plus longue distance
peuvent apparaitre. Enfin, un spectre HMBC révele les couplages 2J, 3J ou 4J entre les *H et les
atomes 3C (ou les °N). Ces différentes informations permettent alors de « construire » la

structure chimique de la molécule isolée.

I11) Solubilité des fractions d’Anogeissus leiocarpus et des dix arbres de

la région Champagne-Ardenne dans le DMSO

1) Critéres de sélection du DMSO en tant gue solvant « universel »

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Figure 43) est une molécule amphiphile contenant un

domaine hautement polaire et deux groupements méthyl apolaires (MacGregor, 1967).

O
I

/SH

HsC CHj
Figure 43. Formule semi-développée du DMSO.

Cette caractéristique lui permet d’étre soluble dans des solvants polaires ou apolaires. Cela
le rend également capable de solubiliser un grand nombre de composés organiques (Balakin et
al., 2004) ou inorganiques (Trammell et al., 1990).

Ces capacités de solubilisation ainsi que ses propriétés amphiphiles ont rendu 1’ utilisation
du DMSO prépondérante en tant qu’agent de solubilisation pour les expérimentations in vivo et
in vitro (Santos et al., 2003). Au cours des travaux présentés ici, le DMSO a été choisi pour
solubiliser les différentes fractions CPC obtenues a partir des extraits d’Anogeissus leiocarpus
et des dix arbres provenant de la région Champagne-Ardenne. Cela permet d’utiliser le méme

solvant pour des extraits de compositions chimiques et de polarités variées.
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2) Mode opératoire

Pour évaluer la solubilité des différentes fractions a tester et pouvoir ainsi déterminer les
concentrations maximales des fractions, des tests de solubilité ont eté réalisés. Pour ce faire,
entre 1 mg et 2 mg (noté Mpesse) de chaque extrait a été pesé dans un tube 1,5 mL a I’aide d’une
balance de précision Sartorius MC210P (Sartorius, France). Ensuite, un volume de 10 pL de
DMSO a été ajouté. En cas d’absence de solubilisation, le tube est mis dans un bain a ultrasons
Elmasonic S10H (Elma, Allemagne) chauffé a 30°C pendant 5 minutes. Si le composé n’est
toujours pas solubilis¢, I’opération est réitérée jusqu’a sa solubilisation totale dans le volume
de DMSO deéposé (noté Vmax). La concentration massique maximale en fraction, exprimée en
mg/mL, est ainsi déduite par la formule suivante :

_ Mpesée

Cnax = 77— X 1000

ax
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Partie I1. Cultures cellulaires et parasitaires

)] Origine et caractéristiques des souches parasitaires utilisées

Les souches de Toxoplasma gondii utilisées lors de cette étude proviennent du centre de
Ressources Biologiques Toxoplasma (CRB Toxoplasma, France) et celles de Neospora
caninum proviennent de 1’équipe de Recherche (Laboratoire de Parasitologie — Mycologie, EA
3800). Les souches de Plasmodium falciparum ont été fournies par I’Institut de Parasitologie et

de Pathologie Tropicale de Strasbourg (IPPTS, France).

1) Souches de Toxoplasma gondii

La souche RH est une souche de référence de génotype 1. A I’origine, elle a été isolée en
1939 aux Etats-Unis chez un enfant mort d’encéphalite a 1’age de six ans (Sabin, 1941). Le
surnageant de broyats de cerveau inoculé a des souris a provoqué la mort de celles-ci entre le
17¢™ et le 21°™ jour. De nouvelles souris infestées avec des broyats d’organes des animaux
morts ont survécu entre sept et huit jours. Depuis 1939, la souche RH a fait I’objet de multiples
passages intrapéritonéaux de tachyzoites chez la souris, tous les trois a quatre jours. Elle a été
utilisée dans de nombreux travaux réalisés sur T. gondii. C’est une souche virulente sensible a
la pyriméthamine et a la sulfadiazine sur cellules fibroblastiques MRC-5 (Meneceur et al.,
2008).

La souche ME49 est une souche de référence de génotype Il, isolée pour la premiére fois
en Californie chez un ovin (Lunde and Jacobs, 1983). C’est une souche kystogéne. Les souris
inoculées par cette souche présentent une ascite discrete et survivent sans manifestation
clinique. Cette souche est la plus fréquemment retrouvée dans les cas de toxoplasmose humaine
(Howe and Sibley, 1995). Elle est tres utilisée dans les études portant sur T. gondii et est décrite

comme étant sensible aux sulfamides sur cellules MRC-5 (Meneceur et al., 2008).

2) Souche de Neospora caninum

La souche NC1 est une souche couramment utilisée dans les travaux portants sur Neospora
caninum. Elle a été isolée en 1988 aux Etats-Unis a partir de tissu cérébral de chien infecté
congenitalement (Dubey et al., 1988b). C’est une souche virulente responsable d’avortements

chez les Bovins et sensible a la pyriméthamine (Lindsay and Dubey, 1989a).

96



Matériel et méthodes

3) Souches de Plasmodium falciparum

La souche 3D7 est une souche de référence dérivée de la souche NF54 (Walliker et al.,
1987) isolée chez un patient néerlandais en 1979 et qui n’a jamais voyagé (Delemarre and van
der Kaay, 1979). C’est une souche sensible a la chloroquine (Ponnudurai et al., 1981) et a la

pyriméthamine (Chen et al., 1987).

La souche 7G8 est une souche de référence clonée a partir de la souche IMTM22 (Hadley
et al., 1987), elle-méme isolée chez un enfant de douze ans en 1980 au Brésil (Burkot et al.,
1984). C’est une souche résistante a la pyriméthamine (Chen et al., 1987).

1)  Cultures cellulaires et parasitaires

1) Culture cellulaire liée a T. gondii et a N. caninum

a. Lignée cellulaire Vero

Les cellules Vero constituent une lignee cellulaire isolée a partir de cellules épithéliales de
rein de singe vert d’Afrique, le Chlorocebus aethiops (anciennement Cercopithecus aethiops).
Cette lignée cellulaire est répertoriée dans I’ATCC sous la référence CCL-81. Elle a été
développée en 1962 a I’Université de Chiba au Japon (Yasumura and Kawakita, 1963). Son
nom provient de « Verda Reno », qui signifie « rein vert » en espéranto. Les cellules Vero sont
des cellules adhérentes fusiformes qui se multiplient en formant un tapis cellulaire. C’est une
lignée tres utilisée en virologie mais aussi en recherche clinique pour développer des vaccins.
Il a également été démontré que les cellules Vero sont un excellent héte pour la multiplication
rapide de tachyzoites de T. gondii (Saadatnia et al., 2010). Cette caractéristique nous a donc

amené a utiliser ce modele de cellule-hdte pour notre étude sur T. gondii et N. caninum.

b. Entretien des cellules Vero

Les cellules Vero sont cultivées dans du milieu Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM, Invitrogen, France) contenant de la glutamine stabilisée, le GlutaMAX®, et
supplémenté de 5% de Sérum de Veau Feetal (SVF, Biowest, France) décomplémenté et
additionné de 1% de pénicilline/streptomycine (Invitrogen, France). Les cellules sont cultivées
initialement dans des flasques de culture de 25 cm?2 (T25) a raison de 1 million de cellules dans

5 mL de milieu de culture. Les cultures sont maintenues a ’étuve a 37°C et 5% de CO> sous
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atmosphére humide. A 90% de confluence, les cellules subissent un « passage », stérilement
sous un Poste de Sécurité Microbiologique Il (PSMII) (Flufrance, France) : aprés rincage au
PBS 1X sans magnésium et sans calcium, elles sont détachées de la boite par ajout de
Trypsine/EDTA (Invitrogen, France), a raison de 1 mL pour une flasque T25, pendant 5 minutes
a 37°C. L’action de la trypsine est arrétée par ajout de milieu complet IMDM supplémenté de
5% de SVF. Les cellules sont ensuite comptées par la méthode d’exclusion au bleu trypan : les
cellules mortes, perméables, sont colorées en bleu tandis que les cellules viables excluent le
bleu trypan et restent incolores (Boyse et al., 1964). La viabilité cellulaire doit étre de 90%
minimum. Aprés numération des cellules viables grace a une cellule Kova® Slide, le nombre de

cellules désiré est ensemence dans les boites de culture et les plaques 96 puits.

c. Congelation et décongélation

Dans le but d’assurer la meilleure reproductibilité¢ possible en termes de résultats, les
cellules Vero et les parasites sont régulierement congelés et décongelés afin que les
expérimentations soient réalisées sur des parasites de passages identiques. Les protocoles de
congélation et de décongélation sont semblables pour les modeles cellulaires et parasitaires
(Mzabi et al., 2015).

Antérieurement a la congélation, les parasites et les cellules sont centrifugés a 800 g pendant
10 minutes. Ils sont remis en suspension dans 1 mL de milieu de culture IMDM/GlutaMAX®
puis comptés sur cellule Kova® Slide. Ils sont ensuite répartis dans des cryotubes a une
concentration de 8 millions pour les parasites et 2 millions pour les cellules Vero dans un
volume de 1,5 mL de milieu de congélation. Celui-ci contient du milieu de culture
IMDM/GlutaMAX® supplémenté de 1% de pénicilline/streptomycine, 10% de SVF et 10% de
DMSO (Diméthylsulfoxide). Les cryotubes ainsi préparés sont ensuite placés dans une boite
d’isopropanol a -80°C pendant 48 heures avant d’étre stockés dans une cuve d’azote liquide, ce
qui permet une congg¢lation lente qui n’altére pas le matériel biologique. Les cryotubes peuvent
rester dans la boite d’isopropanol a -80°C si la décongélation se fait dans les mois qui suivent
I’étape de congélation.

En ce qui concerne la décongélation, les cryotubes sont transférés, depuis 1’azote liquide ou
le congélateur a -80°C, directement dans un bain-marie a 37°C afin d’obtenir une décongélation
rapide. Le contenu des cryotubes est transféré dans une flasque de culture T25 contenant 5 mL
de milieu de culture IMDM/GlutaMAX® pour les cellules. Pour les parasites, le contenu des

cryotubes est transféré dans une flasque de culture T25 contenant 1 million de cellules Vero.
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Les milieux de culture sont changés 24 heures apres décongélation des cryotubes. Par la suite,

la culture des cellules et des parasites se fait comme indiqué précédemment.

d. Multiplication des parasites sur cellules Vero
Les tachyzoites de la souche RH de T. gondii sont cultivés sur les cellules Vero en
IMDM/GlutaMAX® supplémenté de 2% de SVF décomplémenté, filtré et additionné de 1% de

pénicilline/streptomycine (Figure 44).
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Figure 44. Observatlon au mlcroscope optique de cellules Vero infestées par des
tachyzoites de T. gondii (G : X 40) apres coloration a I’éosine et au bleu de méthyléne.

Les tachyzoites de la souche NC1 de N. caninum sont aussi cultivés sur les cellules Vero,
mais cette fois-ci en IMDM/GlutaMAX® supplémenté de 5% de SVF, décomplémenté, filtré et
additionne de 1% de pénicilline/streptomycine (Figure 45).

Figure 45. Observation au mlcrdscope opthue de c.eIIuIes Vero infestées par des
tachyzoites de N. caninum (G : X 40) aprés coloration a I'éosine et au bleu de méthylene.
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Selon la souche parasitaire utilisée (RH, ME49 ou NC1), le rapport tachyzoites/cellules a

été déterminé afin d’obtenir une sortie des parasites en 3 a 4 jours entre deux passages successifs

(Tableau V).

Tableau IV. Rapports tachyzoites/cellules utilisés pour la culture cellulaire.

Souche Rapport tachyzoites/cellules
RH 1/2
ME49 2/1
NC1 2/1

Un entretien est effectué lorsque les tachyzoites, aprés éclatement des cellules, se
retrouvent dans le milieu extracellulaire. Les cellules Vero sont ensemencées dans des flasques
de culture (1 million de cellules dans une T25, 2 millions dans une T75 et 5 millions dans une
T180), comme décrit précédemment. Elles sont ensuite incubées 3 heures a 37°C, ce qui permet
aux cellules d’adhérer avant infestation par les tachyzoites. Aprés numération par cellule Kova®
Slide, le nombre de tachyzoites voulu est ensemencé dans les flasques de culture contenant les
cellules Vero adhérées au substrat. La croissance parasitaire s’effectue a 37°C en atmosphere
saturée en humidité et & 5% de CO>. En regard des risques de dérive phénotypique, les
tachyzoites et les cellules Vero ne sont utilisés que jusqu’aux 15™ et 30°™ passages,
respectivement. Toutes les manipulations sont réalisées stérilement sous un PSMII (Flufrance,
France).

Afin de s’assurer de I’absence de contamination par des mycoplasmes, les cultures
cellulaires et parasitaires sont réguliérement testées par PCR en temps réel (Ishikawa et al.,
2006). Ces tests sont réalisés par la Plateforme Régionale de Biologie Innovante (PRBI, Centre
Hospitalier Universitaire de Reims).

2) Culture cellulaire liee a P. falciparum

a. Poche de sang total et conservation du sang

Les hématies sont, avec les hépatocytes, les seules cellules de I’organisme que Plasmodium
peut envahir et au sein desquelles il peut se multiplier chez les Mammiféres. Dans 1’optique de
cultiver in vitro la forme trophozoite (ou « ring », a cause de sa forme en anneau dans I’hématie)
de ce parasite, il est nécessaire d’utiliser des hématies.

Aprés I’établissement d’une convention (numéro d’agrement DC-2016-2645) et I’accord du

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche, celles-ci ont été fournies par
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I’Etablissement Frangais du Sang (EFS, France), directement aprés prélévement de sang
périphérique aupres d’un donneur ne souffrant ni d’anémie ni d’hémoglobinopathie et qui n’a
pas voyagé en zone d’endémie palustre.

Dés leur réception, les hématies sont additionnées de milieu SAGM (Saline Adénine
Glucose Medium) pour leur conservation, a raison de 2,5 volumes d’hématies pour 1 volume
de milieu SAGM. Ce milieu est composé de 4,385 g de chlorure de sodium NaCl (Sigma,
France), 0,134 g d’adénine hydrochloride (Sigma, France), 2,73 g de D-mannitol (Sigma,
France) et 0,185 g de D-glucose (Sigma, France) pour un volume total de 500 mL d’eau MilliQ
a pH 5,6. Les hématies peuvent ainsi étre conservées a +4°C pendant 40 jours environ pour leur

utilisation en culture cellulaire.

b. Préparation du Milieu de Culture Malaria (MCM)

Le Milieu de Culture Malaria (MCM) est essentiel pour la préparation des globules rouges
dans I’optique de cultiver Plasmodium falciparum. Le milieu de culture RPMI 1640 contenant
de la L-glutamine a 0,3 g/L (Invitrogen, France) est supplémenté de 1,19 g d’HEPES a 1 M
(Invitrogen, France), 500 uL d’hypoxanthine (Sigma, France) & 1 mg/mL de NaOH 1 N, 500
ML de sodium pyruvate (Sigma, France) a 110 mg/mL de RPMI 1640, 5 mL de glutamine a 100
mM (Invitrogen, France) et 50 mL de SVF (Biowest, France) décomplémenté et filtré.
L’ensemble du MCM ainsi préparé est ensuite filtré sur 0,2 pm et conditionné dans un récipient

stérile avant d’étre stocké a +4°C.

c. Préparation des hématies pour la culture de P. falciparum

Pour leur utilisation en culture parasitaire, les hématies doivent étre lavées et ramenées a
50% d’hématocrite. La premiere étape consiste en une centrifugation des hématies contenues
dans le milieu SAGM a 2000 g pendant 5 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé. Le volume
d’hématies (culot) est déterminé puis le méme volume de MCM est ajouté pour remettre le culot
en suspension. La suspension globulaire est centrifugée a 2000 g pendant 5 minutes. Le
surnageant est a nouveau éliminé, tout comme la fine couche de globules blancs se trouvant au-
dessus des hématies. Deux nouveaux lavages sont ensuite réalisés, tout en éeliminant le
maximum de globules blancs restants. Enfin, aprés élimination du surnageant, le volume
d’hématies est déterminé avant d’ajouter le méme volume de MCM pour remettre le culot en

suspension. Les hématies ainsi préparées sont conservées a +4°C jusqu’a leur utilisation. Elles
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peuvent étre stockées pendant 5 jours maximum environ, période au-dela de laquelle une

hémolyse fera son apparition.

d. Congélation et décongélation des parasites

Dans le but d’assurer la meilleure reproductibilité possible en termes de résultats et de
générer un stock constant de cryotubes, les parasites sont réguliérement congelés et décongelés.
Les protocoles de congélation et de décongélation sont identiques pour les deux souches
parasitaires 3D7 et 7G8.

Antérieurement a la congélation, la parasitémie est déterminée. Elle doit étre supérieure a
5% pour pouvoir préparer des cryotubes. Seuls les trophozoites sont pris en compte lors de la
numération, dans la mesure ou les schizontes ne seront pas capables de reprendre leur
multiplication au moment de la décongélation du cryotube. Les hématies parasitées sont ensuite
diluées dans une solution de congélation, a raison de 1 volume d’hématies parasitées pour 1
volume de solution de congélation. Celle-ci est composée de 28% (v/v) de glycerol (Sigma,
France), 3% (m/v) de sorbitol (Sigma, France) et 0,65% (m/v) de chlorure de sodium NaCl
(Sigma, France) dans de 1’eau MilliQ stérile. La solution ainsi préparée est ensuite filtrée sur
0,2 um. La suspension parasitaire est ensuite aliquotée a raison de 500 pL par cryotube. Les
cryotubes sont finalement stockés directement dans 1’azote liquide, ce qui permet de limiter le

phénomene d’hémolyse observé lorsqu’ils sont préalablement stockés a -80°C.

Concernant la décongélation, les cryotubes sont transférés, depuis la cuve d’azote liquide,
dans un bain-marie a 37°C pendant 1 a 2 minutes. Le sang est ensuite transféré stérilement dans
un tube a centrifuger de 50 mL et son volume est mesuré (= V). Un volume de 0,1 x V de
solution de décongélation A stérile (12% NaCl) est ajouté au sang, goutte a goutte, lentement
et en agitant doucement le tube. Celui-ci est incubé 5 minutes a température ambiante. Un
volume de 10 x V de solution de décongélation B stérile (1,6% NaCl) est ajouté de la méme
facon que précédemment. Le tube est ensuite centrifugé a 1500 g pendant 5 minutes a 20°C. A
I’issue de la centrifugation, le surnageant est aspiré et éliminé. Le culot d’hématies parasitées
est remis en suspension dans un volume de MCM supplémenté de 15% de SVF équivalent a 10
volumes de culot, goutte a goutte, lentement et en agitant doucement le tube. Celui-ci est
centrifugé de nouveau a 1500 g pendant 5 minutes a 20°C puis le surnageant est éliminé. Enfin,
le culot est remis en suspension dans 5 mL de MCM supplémenté de 15% de SVF et transféré
dans une flasque de culture T25. Des hématies fraiches non parasitées et du milieu MCM

supplémenté de 15% de SVF sont ajoutés de maniere a obtenir 1% d’hématocrite. La flasque
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est incubée & 37°C, 5% de CO>. A noter que, pour obtenir plus rapidement une multiplication
parasitaire correcte, il est possible de mettre la flasque de culture dans un systeme de type
Candle Jar. En effet, la concentration en dioxygeéne présent dans 1’atmosphere est nocive pour
le parasite, ce qui peut étre évité par 1’utilisation de ce systeme (Briolant et al., 2007; Scheibel
etal., 1979).

e. Multiplication des parasites

Les trophozoites des souches 3D7 et 7G8 de P. falciparum sont cultivés sur les hématies en
MCM (Figure 46). Quelle que soit la souche, la culture du parasite est strictement la méme.
Elle subit un « passage » tous les 2 a 3 jours maximum. Toutes les manipulations décrites ci-
dessous sont réalisee